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1.1.- El plásmido de virulencia de Salman ella.
Se han descrito piásmidos portadores de genes de virulencia en un alto porcentaje de
aislamientos clinicos pertenecientes a los serotipos Salmonella typhirrnirium <Jones of al., 1082),
SaIt,,Oii&Il¿t Gflter¡tidiS (Hoví of eL 1988), Salmoneila riubun (ferakado et al., 1983, Ohikami of al,
1985) y Saln?QfleIla olwlorae.suis (Kawahara st eJ., 1958), y también en serotipos causantes de
enfermedad en animales, como Seimono/la gallinerum y Salmonel/a pu/loruai (Barrow of al., 1987,
Barrow y LoveIl, 1988). Estos plémidos presentan un tamaño variable (de 54 a 98 kb>, pero
constante dentro de cada serotipo, por lo que se les ha llamado ‘plásmidos serotlpo-especificos
antes de caracterizarlos como plésmidos de virulencia. El plásmido de Salrnonella typhimurlum es
el más ampliamente caracterizado. El plásmido de Salmonoia dublin difiere bastante, salvo en la
reglón denominada spv, que es altamente homóloga (Lax of aL, 1990). En otros serotipos (hasta
un total de 12) se han hallado plásmidos similares, y si bien no se ha demostrado su implicación
en la virulencia, presentan sal menos reglones homólogas a spv (WillIamson st al., 1988, Roudier
el aL, 1990). Por el contrario, Solmonelfa typld, el serotipo causante de flebre tifoidea en el
hombre, carece de plésrnldo de virulencia, y no se han detectado reglones homólogas en su
cromosoma <Roudier of el.,1990, Florar st aL, 1092).
Es conocIda la participación de plésmídos en la virulencia de otras enterobacterias,
principalmente Shigolla y Versinla. Sin embargo, los plásmídos de virulencia de Sa/monella tienen
un papel más limitado que los de estos otros géneros bacterianos (Gulig, 1990). Se ha demostrado
en modelos de infección animal <ratón o pollo) que los plásmídos de .Selmonsila facilitan la
diseminación slstémka y la multiplicación en ganglios linfáticos, bazo e hígado, pero que no
afectan al desarrollo de gastroenteritis (Pardon of aL, 1986, Hackett of aL, 1986, Hefiernan efe).,
1987).
Gulig y Doyle <1993) han medido la tasa de multiplIcación ¡si vivo de dos cepas isogénicas de
8. typllimLIriuffl, una portadora del plásmido de vIrulencia (cepa silvestre), y la otra carente de él
(cepa curada), Para ello han utilizado como marcador un plásmído termosensible (fs), que no se
wplica a 37 oC: cuanto mayor es la tasa de divisón cte la bacteria, menor es la proporción de
células que conservan el plúsmido. No se observaron diferencias en la multíplicación en placas de
E’eyer <tejido linfoIde del intestino), pero en ganglios linfáticos y bazo la cepa curada crecIó más
lentamente que la silvestre. Además, el número total de células con plámído is fue similar en el
caso de la copa silvestre y la curada: esto indica que la cepa curada no es destruida con mayor
facilidad, lo que contradice datos anteriores que indIcaban que las cepas sin plésmído eran
eliminadas rápidamente por los macrófagos (Hackett st aL, 1986). El tratamiento con gentamicina,
un antibiótico que mata únicamente a las bacterias extracelulares, no afectO a los resultados, lo
que indica que la mayoría de las bacterias so hallan Intracelulares, Independientemente de la
presencia del plásmido de virulencia. Ahora bien, no ha podido demostrarse que el plásmido de
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virulencia mejore la supervivencia o el crecimiento en el interior de los macrófagos (Gulig y
curtiss, 1987, Riikonen st aL, 1992>, por lo que no está claro en que condiciones se produce el
aumento en la tasa de crecimiento de las cepas portadoras del plásmido.
Es interesante la observación de que las copas curadas inducen la proliferacián de linfocitos T
con receptor gamma-delta, a diferencia de las portadoras del plésmido, frente a las que proliferan
linfocitos T y/ti (Emolo of al.. 1992); se ha descrito tambIén que estas últImas inducen
Inmunosupreslón en ratones <Hoertt st el., 1989). Como la función concrete de los lifocitos T y/8 es
deconocida, aunque se ha demostrado que son necesarios para la resistencia a la infección
experimental en ratón por Salmoriella, es difícil por el momento interpretar estos resultados.
1.2.- Genes plasmidicos Implicados en la virulencia de Salmonella.
1.2.1,- Reglón spv.
Mediante la donación de dIferentes fragmentos del plásmido de virulencia en cepas de
Sa/mons/Ja curadas, se ha podido hallar una región capaz de restaurar la virulencia sistémica para
el ratón (Gullg y Curtíss, 1988). Esta restauración se produce sólo cuando se clona en un plásmido
de bajo número de copias (como es el caso del plásmido original), pero no cuando se expresa en
mullicopia (Wllliamson cl al., 1988). MedIante mutagénesis por transposición y subolonación se
han localIzado 5 genes que ocupan unas 6 kb, y son comunes a los distIntos serotípos (Krause st
aL, 1991, Roudier st aL, 1990>. Estos genes han recibido diferentes denominaciones: mka (Taira y
Rhen, 1989), mkf (Norel st al., 1989), spv <Gullg, 1990) y vag <Pullinger st aL, 1989) en 8.
typhlrnurium; mM en 8, oholsrassuls <Matsui st aL, 1900) y vscf en 3. dublin (Krause st al., 1990>,
pero se ha llegado al acuerdo de nombrarlos como spv (.$almone/Ja plásmido yirulencia) <Gulig of
aL, 1993) (Figura 1.1>. Los datos que sIguen representan un consenso entre los resultados
obtenidos por los distintos grupos en cada uno de estos serovares; las diferencias observadas son
pequeñas y pueden deberse tanto a las diferencias entre serotipos como en el método
experimental.
Se han detectado cInco genes, spvR, A, S, c y D, así como las proteínas que codifican. El
análisis genético ha mostrado que .spvR es un gen regulador (CaldwelI y GuIig, 1991, Fang st st,
1991, Matsui st al.. 1991, Taira st al,, 1991), y que los cinco genes están organizados en forma de
operón (Krause st al., 1992), aunque las secuencias intercistrónicas son mucho más largas <185 a
515 bp) de lo habitual (Gullg el eJ., 1992).
Se han caracterizado por hIbridación los RNA mensajeros, detecténdose cuatro especies
correspondientes a los genes spvA, spvAB, spvABC y spvASGD. Las cuatro tienen su Inicio




además, la cantidad relativa de cada una desciende en el orden citado (Krause st al., 1992, Matsui
el aL. 1993). Exlsien discrepancias sobre la existencia de posibles secuencias consenso de
terminadores entre los diferentes genes (Krnuse y Gulney, 1991, Gulig et aL, 1992) que puedan
explicar la cantidad reiativa de cada RNA mensajero en función de la parada de la RNA-
polimerasa. como parece lo más probable. Por otra parte, existen datos que prueban que spvc
puede expresarse en ocasiones a partir de un promotor propio, independiente de spvR (Gulig, *
1990. Coynauit st eL, 1992). 9
El extremo anilno.tormlnai de la proteína SpvR muestra homología con MetR, miembro de la
familia LysR de proteínas reguladoras, y presenta el motivo típico hélice-vueita-héjice’
responsable de la Interacción con DNA (Pullinger el aL, 1989). La técnica de retardo en gel ha
permitido comprobar la unión de SpvR a DNA (Metsui of eL, 1993) Los estudios de regulación se
han llevado a cabo medIante fusiones de los distintos genes spv con un gen truncado IacZ o cet
(gen testigo). a fin de obtener proteínas híbridas fácilmente detectables por su actividad 13-
galactosidasa o cioranfonicol-acetil-transferesa, respectivamente. También se han utilizado
anticuerpos contra tas proteínas Spv, que permiten su detección por el método de Western; este
sistema tiene la ventaja de que puede trabajarse con genes no manipulados, en las condiciones
originales <Valone uf aL,1993, Matsui st aL, 1993).
La presencia de spvfl en (tasis (es decir, en un piásmido diferente del que contiene los genes
cuya expresión se está estudiando) activa la expresión de todos los genes del operón, incluido el
mismo spvR (Gulig of aL, 1993). Por lo tanto, la proteína SpvR es un activador de la transcripción,
a diferencia de los otros miembros de la familia LysR, que son proteínas represoras.
REO ION spv
R~oRl Fi/nf II &oRl
P spvR P spvA spvB spvC spvD
+ KatF (RpoS) 4 j CROMOSOMAH~NS -4
Figura 1.1.- Mapa de la región spv del plésmido de ,Solmonolla typhimuriwn.
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Las fusiones de spvR con genes testigos han permitido observar que spvR, además de estar
inducido por su propio producto, esté sometido a represión por SpvA y SpvB, ya que cuando se
provoca la expresión en frans, tanto de spvA corno de spvB por separado, disminuye la expresión
de spvfl. La secuencia del extremo amino-terminal de SpvB de S. choleraesuis muestra
homología parcial con CatM, una proteina reguladora de Adñwtobector calcoacoficus implicada en
el control del metabolismo del catecol. Ambas proteínas presentan el motivo hélice-vuelta-hélIce
para interacción con DNA (Abe of aL, 1094>. SpvA presenta homología en su extremo carboxilo-
terminal con la porción amino-terminal de SpB, pero no contiene el motivo de unión a DNA, parlo
que el mecanismo de interacción debe ser distinto. Splnk of al. han observado también en 8.
dublin que una deleclón en spvA aumenta la expresión de spvR, y su sobreexpreslón la anula. Una
construcción con la segunda mitad de spvR delecionada y sin expresión de SpvB (por pérdida del
marco de lectura), anuló en treos la expresión de spvR. Esto sugiere que la capacidad reguladora
de SpvA radica en su extremo amino-terminal (Spink st al., 1094).
La expresión del operón spv tiene lugar en fase estacionaria> siendo mínima durante el
crecimiento exponencial. Esta observación se ha realizado mediante fusiones con genes testigos
tanto de spvR (Splnk of aL. 1904, Abe of al., 1004, Coynault el aL, 1992), como de los restantes
genes del operón (Fang of ¿it. 1091, Krause st aL, 1902). La expresión puede inducirse en fase
exponencial provocando una carencia de fuente de carbono <glucosa>. Se ha medido también la
expresión con anticuerpos obtenidos frente a las diferentes proteínas, con lo que se puede valorar
los erectos ambientales sobre la cepa original de 3. dublin portadora del plásmido <Valone of st,
1093). Do este modo se ha observado la expresión en rase exponencial cuando se acidífica el
medio a pH 5.0 y cuando se elimina el hierro con un agente quelante ~Valonest aL, 1993, Splnk st
aL. 1094); estos efectos pasan desapercibidos cuando el operon esté inducido por (alta de glucosa.
El choque térmico a 42 “C estimula también la expresión, especialmente cuando se combina con
carencia de glucosa. El erecto del oxígeno es controvertido, ya que algunos autores no han
detectado nunca expresión en anaeroblosis ~Valoneof aL, 1903) y otros no observaron ninguna
diferencia (Fang of aL, 1901, Spink e/ al,, 1904): de hecho, Fang of al. no detectaron tampoco
efectos causados por la acidez ni la concentración de hierro sobre tina fusión spvB-laoZ en 8.
dublin.
Como se ha discutido anteriormente, son varios los genes de virulencia que se expresan en
condiciones de estrés. No se ha observado regulación de spv por puaR, ompR ni oya-orp. La
expresión de genes en fase estacionaria esta regulada en E. ovil por l<aW (denominado también
rpos) que codilica un factor cv alternativo, 5t capaz de facilitar la unión de la RNA-E’olimerasa a
promotores diferentes a los expresados habitualmente en fase exponencial. El gen ka/E se ha
detectado en Selmonolla mediante PCR, empleando cebadores basados en la secuencia de ketF
de E. cvii, y se ha inactivado después por inserción para construir un mutante KatFt Utilizando
este mutante se comprobó que la expresión de spvB se reducía un 86% en fase estacionaria. La
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virulencia por vía oral en ratón de un mutante KatF portador del plésmido de virulencia es mucho
menor que le de una cepa silvestre curada del plásmido; esto puede explicarse porque el mutante
KatF es anormalmente sensible al pH ácido, al peróxido de hidrógeno y a la carencia de
nutrientes (Fang eta)., 1992, Norel eta)., 1992). Recientemente se ha logrado donar kstF de 8.
typhimurium, confirmándose su papel en la regulación de .spvR conjuntamente con el propio
producto se este gen, la proteína SpvR (Kowarz st st., 1994).
La expresión de los genes spv en condiciones de estrés ambiental o metabólico hace suponer
que se Induzcan cuando Salmonella esté parasitando intarcelularmente, corno ocurre con otros
determinantes de virulencia. Se han hecho mediciones de la expresión tras la Infección ¡ti vitro de
macrófagos y otros tipos de células cultivadas, y se ha detectado la inducción de spvB-JaoZ
inmediatamente después de la fagocitosis de la bacteria por macrófagos murinos periotoneales,
sindo máxima a las dos horas (10-20 veces mayor) (Fierer st aL, 1993). La alcalinización de los
lisosomas (tratando los macrófagos con nionensína o NH4CI) no afecta a la inducción, El
tratamiento con FN-gamma reduce la expresión, pero no afecta a Ja viabilidad. Estos resultados
contrastan con los múltiples datos que afirman que los genes spv no afectan a la supervivencia en
macrófagos (Riikonen st aL, 1992, Heffernan st aL, 1987, Gulig st aL, 1993). La expresión en
macrófagos ha sido también puesta en evidencia mediante una fusión de spvA con los genes psp
de E. ovIL que codifican la síntesis de fimbrias. Las proteínas de las fimbrias pueden detectarse
por inmunofluorescencia en los macrófagos Infectados (Rhen st aL, 1993>.
Otro gen que ha mostrado un efecto regulatorio sobre la virulencia de SelmonelIa es tuis, que
codifica una proteína, H-NS, similar a las histonas de eucariotas (Harrison st eJ., 1994) y que
puede afectar al superenrrollamiento del DNA. La expresión de los genes spv se ve también
afectada por lina, ya que un mutante H-NS muestra mayor inducción en fase estacionaria, y la
sobreexpresión de hns reprime totalenite a spvR. Es sabido que lisis controle en E. ovAl la
expresión de genes sometidos a regulación por la presión osmótica del medio (Higgins st st,
1090>. El cultivo en medio con concentraciones crecientes de NaCí demostró que la expresión de
spvB decrece a partir de 200 mM, y lo hace de forma correlativa al incremento de
superenrrollamiento negativo de un plásmido testigo. Finalmente, la expresión de spvB se ve
también reducida en mutantes afectados en la topoisomerasa 1. una de las enzimas que contraían
el superenrrollamiento de DNA (OBirne y Dorman, 1994).
t2.2.- Genes implicados en la resistencia al suero.
En el recorrido desde el intestino a órganos internos, las cepas de Salmonella que causan
infección sistémica van a estar expuestas a la acción bactericida del sistema del complemento.
Este es considerado como uno de los mecanismos de defensa más importantes del hospedador
frente a las infecciones extraintestinales causadas por bacterias Gram-negativas y es por ello que
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la resistencia al suero va a ser una característica de virulencia significativa de las bacterias
patógenas invasivasAsí, las enterobacterias aisladas de hemocultivos son casi siempre
resistentes al suero.
Entre los componentes de la superficie celular bacteriana de los microorganismos Gram-
negativos son las cápsulas, lipopolisacéridos y proteínas de membrana externa los que más
claramente estén implicados en la interacción con el complemento.
El principal determinante de la resistencia al suero de SalmonsJie parece depender de los
lipopolisacáridos (LPS), cuya biosintesis esté mediada por varias agrupaciones de genes
cromosómicos, si bien recientemente se ha se ha hecho evidente que la estructura del LPS puede
estar en algunos casos influenciada por plésmidos. Estos LES poseen largas cadenas
oligosacarídicas que constituyen el antígeno O y van a provocar que el complejo de ataque a
membrana (MAC> constituido por eh componente terminal del complemento C5b-9 se forme a
cierta distancia de las regiones hidrofóbicas de la membrana externa debido a la deposición
preferencial de 03 en las cadenas laterales del LES. El MAC es de esta forma desperdiciado sin
interrumpirla integridad ni de la membrana externa ni de la Interna de la bacteria.
La cápsula polisacarídica, importante en la resistencia al suero de otras bacterias Gram-
negativas, no esté presente en los serotipos no tifoideos de Selmone/la.
Se han publicado datos contradictorios acerca del papel del plásmido de virulencia en la
resistencia al suero de Salmvnelle y en especial de 8. typhimw’lum. Helmuth st aL (1985) fueron
los primeros en describir un incremento de la supervivencia en suero de cobaya de distintos
serovares de Selmonella portadores del plésmido con respecto a las cepas curadas. Hackett st eJ.
(1986> confirmaron estos resultados en 8. typbimurium. De forma análoga, Vandenbosch st eL
(1987> notificaron •que el plésmido de virulencia de 8. typhimur¡wn estaba asociadó con la
resistencia al suero humano tras la activación del complemento tanto por la vía clásica como por
la alternativa. Sin embargo, Gulig y Curtlss (1987) no encontraron diferencias en cuanto a
resistencia al suero entre cepas portadoras del plésmido y las carentes de él. Resultados similares
obtuvieron Jones sial, con sueros de distintos orígenes mientras que Rhen y Sukupoiví (1988)
observaron un claro incremento de la resistencia al suero de cobaya asociado a la posesión del
plésniido.
Varios son los factores que podrían explicar las discrepancias existentes entre los distintos
autores concernientes al papel del plésmido de virulencia en la resistencia al suero de Se/mons/te:
los diferentes origenes de los sueros empleados así como las distintas técnicas experimentales
utilizadas, la variedad de cepas de Selmonalle usadas en los diferentes laboratorios o el nivel
basal de resistencia debido a los genes cromosómicos, como son los que codifican la síntesis del
antígeno 01 podrían lodos ellos contribuir a generar diferencias en la tolerancia al suero,
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Se han descrito cuatro /oo! plasmídicos que afectan a la resistencia al suero bajo ciertas
circustancias. Todos estos determinantes estén situados fuera de la región spv y no parecen ser
esenciales para la virulencia en el modelo de ratón Jf9.
Hackett st a/. (1987) subcionaron en un cósmido multicopie un fragmento del plésrflido de
virulencia de S.typhimurium que codificaba una proteína de membrana externa de 11 kD y que
conferia resistencia al suero (la misma que tenía la estirpe silvestre) tanto a cepas rugosas de
E col! como a estirpes rugosas de 5. typhimurium curadas del plasmido de virulencia, La
introducción dei gen que codificaba para dicha proteína en las cepas curadas de Sa/monsJla no era
capaz de restaurar la síntesis normal del LPS, que confería el fenotipo liso, lo cual indicaba que el
mecanismo de resistencia mediado por ese gen no implicaba la síntesis de las largas cadenas de
antígeno O de los LPS. Más tarde Heffernan of al, <1992) determinaron que este gen, al que
denominaron rok <ros/st once killing oomplemsno, codificaba una proteína de membrana externa de
17 kD y que donado en un cósmido multicopia conferia una elevada resistencia al suero tanto a
cepas rugosas como lisas de EcoIl, 8. mInnesota y 8. typhlmurium. Igualmente determinaron la
secuencia nucleotídica de este gen que consta de 555 pb y codifica una proteína de 185
aminoácidos. Esta proteína, Rck, es homóloga a una familia de proteínas de membrana externa
de bacterias Gram-negativas dos de las cuales han sido asociadas a fenotipos de virulencia:
PagO, proteina de origen cromosómico necesaria para la supervivencia de 5. typhimurJum en
macrófagos y para su virulencia en ratón, y Ah, proteína también cromosómica de Yersin¡a
enterocoJ/tioa capaz de mediar la adherencia e invasión a células epiteliales. Otros miembros de
esta famUJa son la proteína de membrana externa del bacteriófago lambda Lom, expresada en E.
coJí, y OmpX de EnteroMotor o/cacee. Utilizando el fragmento de DNA que contiene rok como
sonde estos mismos autores detectaron secuencias homólogas en los piásmidos de virulencia de
5. dublin y 8. oriterltidis pero no en S, choleraes-u¡s.
El mecanismo de acción que estos autores proponen para Rck es el de provocar una
alteración de la configuración de las moléculas de 09, asociadas a los complejos OSb-9 situados
en la superficie bacteriana, de forma que afecta a su polimerización, con la consiguiente Inhibición
de la formación e inserción de los complejos de ataque a membrana (MAO) tubulares en la
membrana externa de SaJmoneIle. Así, en una cepa silvestre de Salmonella la mayoría de los
complejos CSb-9 interaccionarán con los LPS, y los pocos que alcanzaran la membrana externa
serian inactivados por Rck.
Un segundo locus que parece estar implicado en la resistencia al suero es traT, el cual
codifica una lipoproteina de membrana externa TraT, El gen trar forma parte del operón de
transferencia por conjugación de los plásmidos del tipo F (el factor de fertilidad de E. col,) y junto
al gen treS del mismo operón, es responsable de la capacidad reducida de la célula hospedadora
de actuar como receptora en procesos de conjugación promovidos por plásmidos relacionados. El
plésmido de 5. typh¡murium conserva sólo parte de la región frs, probablemente como un vestigio
Y
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de su formación, por lo que no es conjugativo (Rhen y Sukupolvi, 1988), Su papel en la
resistencia al suero ya había sido descrito por Molí st eJ. (1980) al observar que el: producto génico
TraT codificado por el ~lásrnidode resistencia a antibióticos R6-5 confería a ciertas cepas de
E.coli una mayor resistencia al suero (aunque solo permitía una supervivencia en concentraciones
de suero algo superiores al 2~/o). El gen troT fue descrito en 8. fyphlmuriam por Rhen y Sukupolvi
(1988) quIenes demostraron que conleria resistencia al suero a ciertas estirpes de E. col/y des.
typJiimur/um, si bien este efecto era mucho más marcado en las primeras. Estos mismos autores
localizaron en dicho gen la mutación denominada anteriormente SS-A <Sukupolvi st eL, 1984) que
incrementaba la permeabilidad de la membrana externa a los agentes hidrofóbicos. Hoy! st al.
(1988) determinaron que el plésmido de virulencia de 8. onterifidls, aunque contenía el gen trar,
no afectaba a la ya de por si elevada resistencia al suero de este serovar. Posteriormente se
determinó su secuencia nucleotidica y se vió que contenía un marco abierto de lectura para una
proteína de 243 aminoácidos semejante a las proteínas TraT de los plésmidos del grupo F de
incompatibilIdad. Dicha proteína contenía una secuencie señal de 20 aminoácIdos, una zona
amino-terminal de unión a lípidos, y dos regiones fuertemente hidrofóbicas muy cercanas la una a
la otra en la proteína madura <Sukupolvi sta)., 1990>. Suiupolvi st eL (1992) corroboraron estos
resultados y observaron que la resistencia al suero mediada por el plásmido de virulencia de 8.
typh/mur/um desaparecía con la inactivación Insercional del gen ter. Asimismo demostraron la
ausencia de este gen en 5. dublIn.
Un tercer baus que confiere resistencia al complemento ha sido descrito en el plásmido de
virulencia de una cepa de 8. dublin y parece ser que restaura, a la vez que la resistencia al suero,
la síntesis de un antígeno O completo en ciertos mutantes parcialmente rugosos de esta cepa
obtenidos por mutagénesis inserclonal de dicho plésmido con los transposones Tnl o TnS
(Terakado of a/., 1988, 1990). Anteriormente, Kawahara st aL <1969> estudiaron la relación entre
LPS y el plósmido do virulencia y sólo en una de las cepas de 8. dublin estudiadas, la misma en a
que Terakado alsió ose locus de resistencia, la curación de dicho plásmido alteraba la cadena
polísacaridica del antígeno O, alteración que era restaurada tras la posterior reintroducción del
plésmído. En ninguna de las demás cepas de 8. dublJn estudiadas ni en 3. enferJt/dls, 3.
typJiJmurlwn o 8. ohv/oraosuis, la curación del plásmido suponía la pérdida del fenotipo liso debido
a los LPS de cadena polisacaridica larga. Estos resultados sugerían que si bien los genes
estructurales necesarios para la codificación de las enzimas responsables de la síntesis do los LPS
no estaban en el plésmido de virulencia de Selmonelle, al menos en el plásmido de 8. dublin debía
existir un factor regulador que podía alterar la longitud de la cadena del polisacárIdo O y que este
factor sólo era expresado por algunas cepas de dicho serovar.
Por último, existe una región descrita por primera vez en el plásmido de 8, typh¡murlum,
denominada rs/< <roducod sen.’n~ kllllng>, que parece que restaure la capacidad de estirpes lisas de
5. Iyph¡murium que contengan el plásmido de virulencia Integrado en el cromosoma para crecer
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en presencia de suero (Vandenbosch eta).1 1989a), no teniendo efecto alguno en cepas curadas
(Vandenbosch ej el, 1989b). Dicha secuencia tiene una longitud de 66 pb y contiene dos sedes
idénticas de 10 nucicótidos y una tercera degenerada que conserva 8 de los 10 nucleótidos. Esta
región no parece que contenga ninguna secuencia codificante, ni un promotor para un gen
estructural, sin embargo, guarda una gran similitud con conocidos elementos reguladores, lo que
hace pensar que actuaría como lugar de unión de un elemento de este tipo. La integración del
piésmido de virulencia, que no supone cambio alguno en el patrón lipopolisacaridico de la
bacteria, presumiblemente alteraría la regulación de los genes asociados a rsk En cualquier caso,
el resultado de esta alteración de la regulación de los genes del plásmido de virulencia es un
incremento de la mortalidad de la bacteria por el complemento activado por la vía clásica. Es
probabie que la recuperación de la resistencia al suero provocada por la introducción de rsk en un
plésmido multicopia se consiga a través del secuestro de dicho factor regulador en trans-. No
obstante la introducción del plásmido de virulencia en cepas con el plésmido integrado confiere
una mayor resistencia al suero que cualquiera de los plésmidos multicopia portadores de la
secuencia rok. Esto implica la localización en el piésmido de virulencia de genes auxiliares, entre
los que posiblemente se incluyan genes estructurales, de resistencia al suero (Vandenbosch st al,
lOBSa>.
Por todo ello Vandenbosch st el (1989b> proponen que rsk representa a una región
reguladora de la resistencia al suero de 5. fyphimurium, es decir, normalmente actuaría en el
piésmido de virulencia autónomo controlando la producción de una molécula reguladora codificada
por un gen plasmídico. Esta molécula podría ser un represor, puesto que la curación del plésmido
no altera el fenotipo de resistencia al suero, mientras que la integración del mismo aparentemente
disminuye la expresión de dicho fenotipo. Esta clase de control negativo de genes cromosómicos
por loo! plasmídicos es similar al descrito en Yersinia pesfis (Yother st al., 1986). Es posible que
unicamente cuando este sistema regulador se encuentra perturbado, como en el caso de la
integración plasmídica, el papel regulador del plásmido se haga aparente (Vandenbosch ci of.,
198Gb).
En resumen, se puede decir que son múltiples los ¡cci de los plésmidos de virulencia de los
distintos serovares de Sa/rnone!Je que afectan la interacción con el complemento y que pueden
tener funciones espec¡aiizadas en ciertos serovares. Queda por determinar qué papel, si alguno
tienen estos genes en la virulencia de los diferentes serovares durante el proceso infeccioso de las
cepas silvestres.
1,2.3.-Otros genes plasmidicos implicados en virulencia.
Se ha relacionado también la presencia del plésmido de virulencia a la capacidad de
adheririse e invadir células HeLa (Jones ot eL, 1982). Aunque no se ha confirmado en papel del
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plésmido en la invasión, si se han detectado varios genes responsables de la síntesis de fimbrias
<pofB,A,C.D,O.
Basándose en experimentos de Interrupción génica y en homologías con otros genes
biosintéticos de fimbrias, se ha deducido que los genes pata y pat! son probablemente
reguladores, mientras que pofA parece codificar la subunidad principal de la fimbria, peto la
plataforma de ensamblaje en la membrana externa, y el producto de petO seria una chaperona
para el transporte citoplásmico de las subunidades. Aunque estos genes donados se expresan en
EscherioJiIe col! dando lugar a la formación de fimbrias, no se han podido detectar fenómenos de
hemaglutinación como los que producen otras fimbrias homólogas. Esto puede significar que
utilizan otro receptor distinto para la adhesión, o que no son totalmente funcionales (Friedrioh et
al., 1993). Como existen otros genes cromosómícos en Salrnonello para la síntesis de fimbrias
(seO, y tampoco se conoce su participación en la patogénesís, es difícil especular sobre la
contribucIón de las fimbrias de origen plasmídíco.
1.3.- Genes Implicados en la replicaclón y estabIlidad del plásmido.
La mayor parte de la Información de que se dispone acerca de los sistemas que aseguran ~a
correcta replicación y estabilidad del plásmído de Sa/mona/le se fundamente en los conocimientos
que se tienen sobre la actividad de esos mismos sistemas en otros plésmidos. Por ello en este
tercer gran apartado se describirá lo que se conoce sobre la actividad general de esos
mecanismos en otros plásmidos, haciendo mención, en algunos casos, de las particularidades de
la actividad de los mismos en el plásmido do Salrnonolle,
Los plésmídos bacterianos, por deflniclón, no son esenciales para la supervivencia celular
excepto en determinadas condiciones ambientales donde cIertos genes de localización plasmidica,
como aquellos que confieren resistencia a antibIótIcos o los implicados en vías metabólicas de
degradación, proporcionan ventajas selectivas. Aunque algunos plésmidos se pierden de forma
bastante rápida cuando la presión selectIva que los mantiene es eliminada, otros se perpetuan
durante generaciones sin necesidad de la misma. Esto Implica que muchos plésmidos no
fundamentan su estabilidad en la continua selección para los genes que contienen.
El adecuado mantenimiento de un plásmído en una población microbiana requiere una precisa
replicaclón y una correcta distribución del mismo a la progenie. Los plásmidos que normalmente
se encuentran en la naturaleza pueden agruparse dentro de dos grandes categorías: plésmidos
pequeños de elevado número de coplas, y plásmídos grandes de bajo número de copias. Los
primeros son heredados de forma eficaz simplemente mediante mecanismos de distribución al
azar, puesto que dado su alto número de coplas la probabilidad de que se produzcan células libres
de plésmído es muy baja, tanto más cuanto mayor sea ese número. Por el contrario, la compleja




enctiefltrel el piásmido de virulencia de las especies no tifoideas de Sa/monetla, requiere la
rj/
4r11<3actuación. Individual o combinada, de diferentes mecanismos que aseguren su mantenimiento yeviten la formación de segreg ntes libres d plés ido después de la división celular. Aunque el
mecanismos 1<~
estudio de los empleados por el plésmido de virulencia de Salmonella está todavía en
sus inicios, estos han sido profundamente estudiados en otros sistemas de replicación y podrían
“ <3,,
agruparse en cinco apartados:
1-Coexistencia de varios replicones (Bergquist of al., 1986>.
2- Regiones de partición (Austín, 1988>. 4~.
3- Muerte postsegregacional de células libres de plósmido <Gerdes y Molin, 1986). <3<39
4- División celular acoplada <Ogura of al., 1 983).
e -
5- SIstemas de resolución de multimeros (Austín of cl., 1981>.
‘1< ~jLa presencia de varios replIcones en un mIsmo plásmído es una característica común a
<3muchos de los plésmidos pertenecientes a los grupos lncP de incompatibilidad. La presencia de un
<34segundo replicón asegura la permanencia del plésmido en la bacteria aun cuando el primero no
sea funcional por motivos corno pueden sería entrada de un segundo piásmido con un replicón de
su mismo grupo de incompatibilidad.
La finalidad de los sistemas de partición es la separación física, el repartode las moléculas
plasmidicas entre las células hijas, de forma análoga a la segregación mitótica de los cromosomas
de las células eucarlotas (Austín, 1988). Plásnildos con un número de copias muy bajo requieren
alguna forma de partición activa sí quIeren evitar Ja producción de un 25% de células libres de
plésmido por generación, cifra inherente con la distribución al azar de tales plésmídos.
La división celular acoplada y la muerte postsegregacional implican mecanIsmos similares,
pero no idénticos, que actúan contra las células libres de piésmído <Gerdes y Molla, 1986, Jaffé st
al., 1085, Mikl of el., 1984). El plásmído codifica un potente factor tóxico que destruye a las células
sin plásmído, mientras las células que lo retienen son protegidas por un antídoto codificado por el
propio plásmído. En estos sistemas, como contrapartIda a la consecución de una mayor
estabilidad plasmídica, se produce una reducción del crecimiento de la población bacteriana
debido a la muerte de las células que pierden el plésmido (Jaffé eta)., 1985).
Los sistemas de resolución de muitímeros actúan mediante la conversión de multimeros
plasmidicos en monómeros, Incrementando así el número de moléculas plasmidicas dIsponibles
para su distribución durante la división celular (Austín e? el., 1981>. Se piensa que son empleados
por plásmidos que se replican mediante un intermedio theta (O). Hasta el momento no se ha
demostrado que los plásmídos que se replican vía circulo rodante utilicen este sistema. El proceso
es mediado por una recombinaclón intramolecular sitio-específica que requiere la presencia en cts
de un lugar de resolución del multimero y de una proteína resolvasa especializada (Hatfuil y
Grindley, 1989>.
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Los estudios realizados sobre el plésmido de virulencia de Salmonelle han demostrado la
participación de algunos de estos mecanismos en el mantenimiento del mismo. La estabilidad
<3
segregacional <menos de io~ segregantes libres de plásmido por célula por generación) del <3
plésmido de virulencia deS. typhimurium (GulEg y Curtiss, 1987) es similar a La observada en otros
piésmidos de bajo número de copias, tales como F (Kline, 1985), Pl (Austin y Abeles, 1983b> y $3
NR1 <Miki e? al., 1 980>. Semejante estabilidad ha sido detectada para el plésmido de 80 kb de 3. <1> -/t.
dublin por Krause y Guiney (1991).
irle
1.3.1.- Coexistencia de varios replicones.
Y>
Fueron Michiels st al. (1987> los primeros que notificaron la existencia de dos reglones de
<3 ~<3vt
replicación autónoma en el plásmido de virulencia de .5. typhimurium. Una de ellas, a la que
denominaron ropA, era homóloga al replicón RepFIIA (perteneciente al grupo de Incompatibilidad
lncFli> y la otra, a la que denominaron repB, a RepFlE <perteneciente al grupo de incompatibilidad
incFi>. Y
<3 <3Posteriormente, Tinge y Curtiss (1990a) disintieron tanto en la localización como en la
adscripción de esas regiones de replicación a los grupos de incompatibilidad citados. Para ellos, $
0
una de las regiones, rspB, se encontraba situada en la misma región que señalaban Michiels etal. (
<3>
pero hibridaba, aunque debilmente, con RIOO, plásmido del grupo lncFii de incompatibilidad y no
con el plésmido F del grupo lncFl de incompatibilidad como postulaban dichos autores. La
segunda región, a la que designaron como ropa, fue aislada de una zona distinta a la
correspondiente a ropA o repB descrita por Michiels st aL (1987) e hibridaba, aunque también
debilmente, con el plésmido F del grupo lncFl. Tinge y Curtiss (1990a) no encontraron ninguna <3
función de replicación autónoma en la región ropA, pero si una de partición. Aunque ni repB ni
ropC fueron excluidos por los plásmidos de los grupos de incompatibilidad lncFl e moFlí
4<ensayados por estos autores, los datos de hibridación situaban a dichos replicones dentro de
ambos grupos de incompatibilidad.
Otras características que estos autores definieron para ambos replicones fueron su bajo ‘<34
número de copias <2-3 por cromosoma) y que no dependían de la DNA polimerasa 1 para su
replicación.
í~ tI’>
Tinge y Curtiss (1990b> estudiaron también la distribución de estos replicones en los distintos 4
serovares de Selmonella. Vieron que la región repB del plásmido de virulencia de 5. typhimurham
hibridaba con cepas de 3. oholeraesuis, 8. dab/in, 8. enteritklis, .5. gallinarum y .5. puiorum,
mientras que repc era sólo detectado en 8. oho/ereesuis y 3, entoritidis. Terakado eta). <1988) ~*4--~
habían adscrito, con anterioridad a estos experimentos, el plésmido de virulencia de 8. dublin al
grupo moFlí de incompatibilidad, lo cua.l reforzaba el dato de la existencia de un único replicón,
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como de la región de partición, en otros 30 serovaresde Sa/monel/a analizados por Tinge y Curtiss
(1 990b>. 4
fl’.4~ Mecanismo de replicaclón de los plásmidos del grupo de incompatibilidad ¼-41 4 <3<3
1-4
~<3-í
Dentro dei grupo de incompatibilidad lncFll, los plásmidos más estudiados son Rl, RG-5 y
RICO <también llamado NRI o R222). Todos ellos poseen un bajo número de copias (alrededor de
dos por cromosoma) y un tamaño en torno a las 100 kb.
¡‘<3Entre las funciones del hospedador requeridas para su replicación hay que destacar la 9’
necesidad de los genes d,rnB, -O, -E, -F y -G . Parece ser que es la dneG polimerasa,
it
normalmente utilizada para el Inicio de la síntesis de los fragmentos de Okazaki, la encargada de - -
sintetizar al RNA cebador que interviene en la iniciación de la replicación de los plásmidos de este
grupo de incompatibilidad, puesto que no requieren nl la presencia de la RNA polimerasa de E. col)
ni do otro tipo de RNA polirnerasa sensible a rifampícina. La proteína DnaA parece que esté %, ~
-<3-9
Implicada pero no es indispensable en la repílcación de estos plésmidos <Tang e? a/., 1989>,
existiendo un lugar de unión para dicha proteína cerca del origen de replicación <Womble st a)., 11
1985>. Tampoco tienen necesidad de la DNA poLímerasa 1 codifIcada por el gen pofA.(Kolleck of -
3-of., 1978).
La replicaclón en los plésmidos de este grupo se produce de forma unidireccional a partir de
un único origen. Además del origen, existe un elemento absolutamente necesario para la
replicaclón de los plásmidos moFlí: la proteína RepAl, produc~o del gen ropA1. Esta proteína, de
un peso molecular aproximado de 33 kD, va a ser la responsable de que estos plésmídos puedan
replicarse en cepas po/A; Una vez que se ha unido al origen de replicaclón efectúa el ensamblaje
del complejo de replicaclón, compuesto por las proteínas del hospedador que median en la
replicación del plésmido (Masal y Aral, 1987, Miyazaki atoL, 1988, Ortega eta?., 1988>.
La regulación negativa de la expresión del gen ropA 1 es llevada a cabo tanto por un control
de su transcripción como de la traducción de su mRNA en función del número de copias del
piásm Ido.
Existe, además del gen ropAl, otro gen repA2 (también conocido como copS> cuyo producto,
RepA2 (CopE), es una proteína básica de estructura tetramérica de 9.7 kD capaz de unirse a DNA
(Dong eral., 1085>, Además de que su lamaño varia ligeramente entre plésmidos del mismo grupo
de incompatibilidad lncFll, su secuencla aminoacídica difiere en plásmidos mutuamente
incompatibles como son Rl y RICO, lo que unido al hecho de que mutantes repA2 todavía




La principal función de RepA2 es la inhibición de la transcripción del gen ropA 1, siendo su
diana el promotor de dicho gen. Mutaciones en el gen repA2 producen un aumento del número de
copias del plésmido, mientras que un exceso de RepA2 no produce efecto alguno en el mismo,
posiblemente porque su diana ya esté saturada.
La expresión de repA2 no es regulada por factores codificados por el plésmido, sino que es
proporcional a la tasa de crecimiento. Esto hace que en una situación normal, con dos copias del
plésmido por cromosoma, repA2 no juegue ningún papel en la regulación de la replicación.
Antes de describir los demás elementos que forman parte del replicón de este grupo de
Incompatibilidad, pasemos a describir los promotores existentes. Se ha descrito la presencia de
tres lugares a los que la RNA polimerasa se une fuertemente
1- El promotor de RepA2 (PC~3 cuyo transcrito, RNA-Ox, puede dar lugar también a RepAl así
como a un transcrito más corto llamado RNA-O.
2- El principal promotor de RepAl (Fa>, que da lugar al transcrito RNA-A (también llamado RNA
II) y posiblemente a un RNA cebador En una situación con un número de copias normal, el
promotor Pa está completamente inhibido por RepA2 y toda la producción de RepAl proviene
del mRNA policistrónico RNA-Ox (Dong eta)., 1985).
3- El promotor de copA cuyo transcrito es un RNA antisentido llamado RNA-l o RNA-E, que se
describirá con más detalle posteriormente.
En la figura 1.2 se esquematizan los elementos anteriormente reseñados.
El producto del gen copA es capaz de inhibir la replicación mediante la inhibición de la
expresión del gen repAl, lo cual es, por otro lado, la principal base de la incompatibilidad entre
plásmidos del grupo IncElí. Sin embargo, no va a ser una inhibición transcripcional, como era la
que ejerce RepA2, puesto que mutantes copA presentan el mismo nivel de transcripción que el
piásmido silvestre, pero en cambio muestran una mayor expresión de la proteína RepAl y un
mayor número de copias. Esto sugiere que copA regula a RepAl de forma post-transcripcional.
Por otro lado, los mutantes copA muestran una incompatibilidad reducida, lo cual indica que ésta




R pA = p RepAI
Figura 1.2.- Los transcritos son indicados por barras en blanco marcadas con sus nombres. Los
promotores son señalados mediante círculos en el comienzo de sus respectivos transcritos. Las
proteínas aparecen como barras sombreadas bajo sus respectivos transcritos <Scott, 1984).
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El producto del gen copA es una pequeña molécula de RNA de 91 pb llamada RNA-l, RNA-E
o CopA. Este RNA es transcrito de forma constttutiva desde la cadena complementaría a la que
transcribe RNA-A y RNA-Ox y en dirección contraria a estos <Stougaard et aL, 1981), RNA-i puede
dar lugar a dos regiones con una estructura secundaria estable. Mutaciones puntuales que alteran
la capacidad lnhíbfdora de este RNA se sitúan en el bucle de 8 bases unido a un tallo de 22 que
puede formar este RNA. Esta 6 bases son las implicadas, pues, en los procesos de
incompatibilidad entre los replicones de este grupo <Rownd eteL, 1985).
RNA-l es pues un represor en trens de la traducción del mRNA de ropA! que puede
funcionar uniéndose a las secuencIas diana complementarias situadas en RNA-A y RNA-Ox
forméndose un duplex RNA-RNA (Light y Molin, 1983,Womble e? aL, 1984). El bucle de 6 bases
formado por el RNA-l es el lugar por donde interacciona con esas secuencias diana
complementarias que tamblen se encuentran formando un bucle de 6 bases. Esa secuencla diana
complementarla a la que se une RNA-l recibe el nombre de OopT y se encuentra situada 1600 ph
antes del origen de replicaclón No obstante, existe una distancia de 65 pb entre la zona a la que
se une el RNA-l y el inicio del gen estructural de RepAl. Para explicar cómo puede ejercer su
efecto inhibitorio a tanta distancia se han barajado varias hipótesis.
Eiomberg of aL (1992), estudIando el plásmido Rl, han propuesto un mecanismo de control
de la repílcación en estos plásmidos lncFll. Según estos autores existe un marco de lectura entre
los genes copA y repAl del plásmido Rl que esté implicado en La expresión de este último gen.
Este marco de lectura codifíca un péptido líder de 24 aminoácidos, Tap (Péptido Activador de la
Traducción), estando la expresión del gen top regulada por el producto del gen copA, RNA-l. La
localización de este marco de lectura está totalmente conservada en todos los plásmidos moFlí,
aunque su secuencie aminoacídica puede variar bastante. Esto sugiere que es la propia traducción
de top, más que la proteína Tap en sí, la implicada en ~aexpresión de ropA 1. La posible función de
top se puede deducir del hecho del solapamiento existente entre su codon de terminación y el
RES de la región ropA!. Esto puede indicar la existencia de un acoplamiento traduccional que
justlfique la necesidad de la traducción de top para que se produzca la expresión de repAl,
Además, en esta región de replicación existen unas secuencias repetidas invertidas imperfectas,
cuya secuencia nucleotidica varia entre los distintos plásmidos pertenecientes a este grupo de
incompatibilidad. Estos autores proponen que estas repeticiones conducen a la formación en el
mRNA de un bucle de gran estabIlidad que secuestre el RBS de ropAl y lo hace inaccesible a los
ribosomas. Para activarlo, una vez que los ribosomas terminaran de traducir tap, reiniciarían la
traducción en el codon de inIciación de ropA 1 < acoplamIento traduccional directo). Por tanto, la
síntesis de RepAl es indirectamente controlada por RNA-l a través de la regulación de la
traducción de top.
El modelo de la actuación de tap en el control de la replicación del plásmido Rl que presentan
estos autores se podría resumir como sigue: la frecuencia de replicación del plásmido Rl está
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controlada por el RNA-l <COPA>. Si RNA-l no se une a su diana, OopT, los ribosomas traducen el
marco de lectura de tap, terminan en el codon de terminación UGA y reinician la traducción
uniéndose al RBS de ropA 1. La síntesis de la proteína RepAl es permitida y esta proteína
sintetizada de aovo actúa promovíendo la iniciación de la replicación en oriR. Pero si RNA-l se une
a CopT. se forma un duplex. Esto impide la traducción del marco de lectura de Tap. Bajo estas
condiciones el bucle estable de RNA que secuestre el RBS de repAl impide la traducción del
marco de lectura de dicho gen. Como consecuencia no se síntetíza la proteína RepAl y la
iniciación de Fa replicaclón no se produce. Wagner st al. <1992> han demostrado que no hace falta
que le formación del duplex sea completa, siendo suficiente un apareamiento de bases limitado
entre los RNAs para que se produzca una inhibición efectiva <Figura 1.3),
Este modelo de Blomberg st ai’. sugiere que Tap puede relacionarse con un péptido líder, ya
que existen evidencias de que los marcos de lectura de este tipo de péptidos son requeridos para
una eficaz traducción de otros marcos de lectura situados a continuación de los mismos. Para
estos autores el estadio normal es que la traducción de repAl esté Inactivada y sea necesario un
proceso de activación de la síntesIs de RepAl, tal como la traducción del marco de lectura del
péptido líder, con el consiguiente acoplamiento traduccional al marco que codifica RepAl. Es este
proceso de activación el que es Inhibido por el RNA antisentido, Considerando la corta distancia
existente entre el dúplex de RNA RNA-l-CopT y el RBS de tap <dos nucleótldos) es muy probable
ROS de tap bloqueado
ni de RNAI. duplex RNA-l¡¿opt la traducción de tap 1 RBS de ropAunió es bloqueada secuest ado
acopT ____________
—c—)
ROS topcopT La estructura de horqullía bloquee
la traducción de repA
Lugar potencial de acoplamiento traduccional






los ribosomas tradUcen el los ribosonias traducen el
marco de lectura de (op reglón codIficante de ropA mareo cte lectura de tap los ribosomas traducen e~
La traducción de top permite la entrada de los marco do lectura de cepA
ribosomas al ROS de ropA
Figura 1.3.- Modelo de la implicación de tap en el control de repilcación del plásmido Rl. Los




que sea esa la estructura que impida a los ribosomas el acceso a este RES y produzca la
inhibición.
De forma análoga, otros autores <Wu et aL, 1992) piensan que el conjunto de mecanismos
que controlan la frecuencia de replicaclón de los plésmidos moFlí parece ser muy eficaz en la
inhjbiclón del gen repAl. impidiendo así la síntesis de la pr- incipal proteína de iniciación de la
replicación del plésmido durante la mayor parte del tiempo que dura el ciclo celular. Según estos
autores, cuando el plásmido NRI (RiCO) está en la célula en su habitual bajo número de copias, la
concentración de la proteina represora RepA2 es suficiente para reprimir P5, principal promotor de
repA 1, al 5% de su actividad, asegurando que el gen ropA 1 sea transcrito al mínimo bajo estas
condiciones. Al mismo tiempo RNA-l esté presente en un exceso de $ a 20 veces superior,
dependiendo del grado de represión que sufra Pa por parte de RepA2; la presencia de RNA-l en
exceso asegura que la traducción de la mayoría del mRNA de ropAl esté Impedida <también del
que pudiera sintetizarse a partir de P0,~. Además, la organización estructural del gen ropAS es tal,
que su mRNA solo puede ser traducido a muy bajo nivel. El acoplamiento de Fa traducción del
mRNA de ropAS al péptido líder Tap parece garantizar que los escasos mensajeros que por
casualidad escapan a la interacción con el RNA-l sean traducidos a una tasa lo suficientemente
alta como para proporcionar RepAl en la cantidad necesaria para el inicio de la replicación.
1.3.1.2.- Mecanismo de replicación de los plásmidos del grupo de incompatibilidad
IndiE.
Como se comenté anteriormente, experimentos realizados por Tinge y Curtlss (1990a)
demostraron que el segundo replicón de 8. typlilmurtum, rapO, hibrIdaba, aunque débilmente, con
F, plésmido autotransmisible dc 95 kb del grupo de incompatibilidad InoFí. El plásmido E contiene
tres replicones. RepEIA y RepElE han sido aislados como miniplésmidos de replicación autónoma
a partir de los fragmentos EcoRí del plásmído E <Lovett y Heiinsky, 1076, Lane y Gardner, 1979).
El tercer replicón, RepElO, es homólogo a los aislados de los plásmidos del grupo de
Incompatibilidad moFlí pero no es funcional como resultado de la inserción de TnlOOO. El replicón
principal, RepEIA, tiene un comportamiento idéntico al del piásmido E completo, mientras que el
replicón secundario, RepElE, se mantiene de forma inestable cuando se encuentra en forma de
minípiésmido.
RepEha se localiza en el fragmento EcORI de 7,6 kb del plésmido E <Lane y Gardner, 1979) y
esté más conservado entre los miembros del grupo IncEl de incompatibilidad que el replicón
principal de E, RepEIA <Bergquist eta!., 1982, Bergqulst et el., 1986). En los piásmidos en los que
está presente aparece casi siempre acompañado del replicón RepElO y a menudo por RepElA.
Las reglones de replícaclón del tipo RepElE han sido estudiadas, además de en el plésmido E
<Gardne e? al., r1985), en los plésmidos P307 (Saul ot al., 1989) y pColV-K30 (PérezCasal y
Orase, 1989). Se han detectada también mediante hibridación DNA-DNA y POR, no sólo en
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plésmidos de los grupos mcE de incompatibilidad (lncFi,ll,lll y IV), sino también en un piésmido
del grupo mcl y en otro del grupo incP (Gibbs et aL, 1993>. La secuenciación de siete de estos
replicones de tipo RepElE aislados de distintos plésmidos ha revelado una gran conservación de la
secuencia (Gibbs eta),, 1993).
El replicón RepEIB expresa incompatibilidad del tipo mcE con una regulación muy ajustada
del número de copias, de una a dos por cromosoma <Spiers y Bergquist, 1992) y posee una
organización genética muy similar a los replicones llamados de replicación escalonada(step
funcfIon) <Nordstrbm 1985) tales como R6K, RK2, pSClCl, mini-E <miniplésmido artificial
constituido por el replicón RepEIA) y mini-P <plásmido constituido por el replicón del plásmido de
90 kb que constituye la forma de profago del bacteriófago Pl). El término step fuaction hace
alusión a la forma tan rápida y precisa en que un replicón de este tipo responde a un alto número
de copias provocado artificialmente, bloqueando la replicación hasta que el número de copias se
ha reducido lo suficiente, debido a las sucesivas divisiones celulares. Los replicones que muestran
esta respuesta, si bien pertenecientes a grupos de incompatibilidad diferentes, comparten una
organIzación genética similar, presentando series múltiples de repeticiones y una proteína
esencial para la repticación de 32 a 38 kD <Eilutowícz eta!., 1985), aunque no mantienen una gran
homología de secuencia nucleotidíca. En ellas el control del número de copias parece canseguirse
mediante la interacción entre la proteína iniciadora de la replicación y esa serie de secuencías
repetidas de DNA localizadas a cada lado del gen que codifíca para dicha proteína.
La similitud entre RepElE y y el replicón mini-Pl es más amphia que la existente entre RepFIB
y los otros replicones de tipo step furation, Por otra parte, los replicones del tipo repElE que han
sido estudiados a nivel genético, como el del plésmido enterotoxigénico P307 (Saul et al., 1989,
Spiers y Bergquist, 1992> y el del plésmido productor de colicinas pcoiv-KSO (Pérez-casal y
Orosa,1987,1989), muestran una escasisima variación entre sus secuencias nucleotidicas, a pesar
de la naturaleza diversa de los plásmidos que los albergan (Gibbs et eL, 1993). Como todos los
replicones del tipo step funotion, RepElE contiene un único gen Iniciador (ropA> flanqueado por
una serie de pequeñas secuencias de DNA repetidas, concretamente 5 copias de una secuencia
de 21 pb que forman la repetición directa upstream BCDD’D’ y 6 coplas adicionales dowristream
en una disposición más complicada, EFGL-flJ, responsables en parte estas últimas de la
incompatibilidad de tipo E <Eigura 1.4>.
El promotor de ropA (repA~) esté situada dentro de las repeticiones EODD’D, y la traducción
de RepA comienza en el codón de Iniciación CTG expresando una proteína de 39 kD (Spiers et
aL, 1992) cuya secuencia aminoacidica revela un alto grado de homología con la de mini-Pl,
especialmente bien conservada en los dominios en que presumibiemente tiene lugar la unión a
DNA (Gibbs et eL, 1993>, a pesar del hecho de que las secuencias repetidas a las que se unen
estas proteinas on bastante diferentes,
~I1
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La homología estructural entre RepElE y los replicones tipo step function también sugiere de
forma fehaciente que las repeticiones ECDD’D’ y aproximadamente las 200 pb situadas a la
izquierda de la secuencie U constituyen el origen de replicación. Este incluye una caja dnaA y 5
secuencias repetidas de 10 pb, ricas en AT, cada una de las cuales contiene un sitio dam, GATO ~
<secuencia de reconocimiento de la metílasa Dam, que metila a la adenina) y que se encuentran
alineadas sobre la estructura helicoidal dei DNA. Según Gammie y tose (1991), la metilaclón de
>4 4<
la adenina puede Jugar un papel esencial en la Interacción de RepA con el origen de repilcaclón.
Por un lado, los sitios dom van a Intervenir en la desestabilización de la doble hélice en la zona en
que se halla el origen de replícación, puesto que la metilación de las adenmnas contribuye a la
separación de las hebras de DNA (primera fase de la replicación>. Por otro, van a ser responsables
del reconocimiento por parte de la proteína iniciadora RepA del origen de replicación.
En cuanto a los requerimientos por parte de este tipo de replicones de la proteína DnaA
4/(necesaria para el Inicio de la replicación cromosómica de E.coll y de algunos plásmidos), existe
1’
cierta controversia. Mientras que para Gammie y Crosa (1991) no es necesaria para la replicación,
a pesar de la existencia de la caja dnaA, para Splers et eJ. (1993) la replicación de RepFIE es
4:44>
dependiente de la DnaA polimerasa del hospedador. Esta dependencia de las funciones DrtaA y
Dam del hospedador es característica de los replicones de tipo step funotion. Aparece también en
este origen un espaciador de GO, que mantiene la adecuada distancia entre los sitios de unión de f<~ ¾
DnaA y RepA, análogo al de mini-Pl aunque desplazado 20 pb en dirección a BCDD’D.
4/
Las repeticiones BODOD’ contienen dos promotores activos, repA~, que expresa apA
(Gammie y arosa, 1991, Splers y Bergquist, 1992,Spiers et eJ., 1993), y O¡’/p. promotor con la
capacIdad de cruzar el origen de replicación y que no expresa ninguna proteína. Las repetIciones
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Figura 1,4,- Replicón RepElE de p307. Las secuencias repetidas BODD’D’están asociadas con
una serie de secuencias relacionadas con el origen de replicación <como la caja dneA y una serie
de lugares de reconocimiento de la metilasa Dam) representadas por un rectángulo en blanco,
También contienen das promotores activos orI~ y repA~. En las repeticiones EF se sitúa un tercer
promotor, EF~. La escala inferior indica pares de bases <Spiers of aL, 1993>.
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Los tres promotores son reprimidos en (tetis por RepA, siendo repA~ el más sensible de ellos.
La expresión del gen ropA está por tanto autorreguiada por la unión de RepA a las
repeticiones BCDDD’, que presumiblemente impide a la RNA polimerasa acceder a repA~• Esta
represión también se puede conseguir cuando unicamente está presente la repetición D’ <Spiers y
Bergquist, 1902>. Gammie y arosa (1991> han sugerido que la unión de RepA a BODDD es
cooperativa, puesto que la progresiva delación de las secuencias repetidas provoca una
disminución no linear de la represión. Sin embargo, Splers et eJ. (1993) han cuestionado estos
resultados y demostrado que RepA se une con diferente fuerza a las distintas secuencias, Así,
RepA tiene mayor afinidad hacía D (que cubre la secuencie -35 de repA~> que por E <que cubre
la secuencia -10 cIa orIp>. Esta diferente afinidad por las distintas secuencias ha sido propuesta
como un mecanismo de control en algunos replicones como mini-E, en el que la proteína
represora (E en este caso) se uniría primero para autorregular su expresión, a continuación sería
titulada por las secuencias downstream, y si ha concentración fuese suficientemente elevada
activaría el origen de repíloación (Chattoraj et al., 1984,Trawick y Kimne, 1985). Este modelo
jerárquico trata de explicarla compleja actuación de la proteína RepA (Gammie y Orosa, 1991>.
Las repeticiones situadas downs(reem de ropA, EEGHI1J, y más concretamente HIJ, están
implicadas en la regulación y control del número de copias, aunque es sabido que las repeticiones
HIJ no son esenciales para la replicación (Shultz of a/., 1952). El número de coplas de
miniplásmidos RepElE aumenta cuando se eliminan las secuencias HIJ o cuando éstas son
suministradas en trans, lo cual es coherente con el secuestro de una molécula inhibidora de la
replicación que tendría que ser RepA. Sin embargo, la concentración de RepA no afecta al control
de número de copias, lo que contradice los modelos citados que se basan en la titulación de esta
proteína por su unión a las secuencias repetidas <Pal y Ohattoraj, 1988).
Se ha tratado de resolver esta paradoja proponiendo dos modelos en los cuales las moléculas
de RepA interaccionan simultaneamente con las repeticiones upsfream <SODOD) y downstream
(EFGHLJ>I ya sean del mismo plésmido a través de la formacIón de un bucle <uniones
Intramoleculares>, o bien de las dos moléculas hUas del plásmido en orientación antiparatela
(uniones Intermoleculares) (Abeles y Austín, 1091, Pal y Chattoraj, 1988). Para que esto se
produzca RepA debe tener la capacidad de unirse a dos fragmentos de DNA simultaneamente, lo
cual ha sido demostrado por Splers of al. (1993). Esto ha sido estudiado en los plásmidos Pl y en
RSK. Los datos obtenidos en Pl apoyan fuertemente el modelo de uniones intermoieculares
antiparalelas: la región downstream actúa aunque se aproxime a sólo 15 pb de la apstroem,
distancia muy corta para formar un bucle: la presencia de ambas regiones en ola debería impedir,
por la formación del bucle, ma interacción intermolecular, y no lo hace; finalmente, la inhibición en
trons’ del origen por la región downstroam es máxima cuando las dos moléculas están en







Según este modelo, ctíando el piásmido se halla en una sóla copia, la posibilidades de 3/
iniciación de la replicación inducida por RepA son máximas. Una vez replicado, las dos molecuias
h~as se aparean a través de las moléculas de RepA, bloqueándose recíprocamente ambos
orígenes. Cuando la célula se divide, la partición separa las dos moléculas hijas, que quedan en $
Y
condición de replicarse de nuevo
y
Dado el parentesco entre Pl y RepElE, es probable que este modelo sean también aplicable a
este replicón,
De este modo se explica tanto el control de número de copias como la incompatibilidad
mediada por HIJ (¡¡ivA en P-1): de hecho, se ha demostrado que cualquiera de las repeticiones
>4>
BCDDD”EFGHIJ podía manifestar incompatibilidad frente al replicón RepElE de P307 (Saul ato/.,
1989).
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Figura 1.5.- Modelo del control de la replicación del plásmido Pl. Una única copia del plésmido
Inicia la replicación rapidamente <A). Cuando se producen dos copias <6), estas se aparean
inmediatamente de forma antiparalela (O>, bloqueando el origen de replicaclón hasta que la 4 >4
partición (D) remida el ciclo. Debajo se ilustra un esquema del ciclo celular, en el que en abelsas se
representan la duración del ciclo celular y en ordenadas la probabilidad de que ocurra la iniciación..
Unicamente se produce un proceso de iniciación por cada ciclo celular, puesto que la replicación
está autobloqueada y sólo es puesta en marcha después de la partición. El locus incA y el origen
están representados por cuadrados negros y sombreados respectivamente. Las pequeñas flechas
verticales seflalan la orientación del gen ropA. 4<5 /4
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1.3.2.- Sistema de resolución de multimeros. 1
Los sistemas de resolución de multímeros contribuyen de forma importante a la estabilidad de
>4
>4una serle de plésmidos de alto y bajo número de coplas y han sido caracterizados en ColEl
<constituido por un sitio en vis-, ver, donde actúa xer, recombínasa codificada por el >4’
‘4 44.
hospedador>(Stiriing et el., 1988), Pl <el sitio foxP y la recombinasa Cre) <Austín et eh 1981) y F y
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resolución en CloDEl3 (HakkaartlOS4), RP4 (Roberts y Hillier, 1990> y RK2 <Grindley y Raed,
1985). Se piensa que el mecanismo por el que estos sistemas proporcionan estabilidad no es mas
que el aumento en el número de molecuias plasm[dicas disponibles para su segregación en el
momento de la división celular.
Krause y Guiney <1991) descubrieron este sistema de mantenimiento en el plésmido de
virulencia de 8. dublln al observar que la deleclón de un fragmento del mismo, localizado
downstroam de la región de virulencia, conducía a su inestabilidad y a la formación de multimeros.
La estabilidad y monomerización eran restauradas mediante la inserción de Tnl 728, transposón
relacionado con Tn3, que codificaba una función de resolución sitio-específica. De esta forma se
identificó un sistema de resolución de multimeros, de gran eficacia en el mantenimiento de la
estabilidad piasmidica. compuesto por el gen de una resoivasa que actuaba en trans, rsd, y por
un sitio de resolución en cAs, crs. La secuencia de ambos mostraba una alta homología con el
correspondiente locí de resolución de multímeros del plásmido E.
El gen de la resolvasa del plésmído de virulencia de 3. dublin forma parte de una unidad
multicistrónica junto con al menos otros dos genes de función desconocida. Codifica para una
proteína de de 260 aminoácidos y 28.7 kD casi Idéntica a la proteína D, recombínasa del plásmido
E. Su región O-terminal tiene una gran homología con los dominios conservados de las
recombinasas sitio-especiricas de la familia de las integrases que Juegan un papel muy importante
en la unión al DNA durante la ruptura de la cadena de DNA y su posterior unión (Argos of aL,
1086).
El crs está localizado upstreern del gen de la resolvasa y contiene ocho repeticiones
incompletas directas de 17 pb seguidas de un fragmento con varias repeticiones indirectas ricas en
GC, homólogas estas últimas a la secuencia dsP situada en vr/VI de miniE, si bien no están
implicadas en funciones de replicaclón. Puesto que el Intercambio de cadenas en el proceso de
recombinación del plásmido E ocurre en la secuencia dsP, estos autores han especulado con que
la recombinación tiene lugar en la correspondiente secuencia del plásmído de 3. dublin, cts.
Como se comentó con anterioridad, la función estabilízante de este sistema se debe
unicamente a su capacidad para resolver multimeros y puesto que la formación de multímeros es
más probable que ocurra en cepas rovA~, el efecto estabilízante será más pronunciado en este
tipo de cepas. La resolvasa se unirá a las secuencias cre de los multimeros formados y por
recombinación sitio-específica regenerará los monómeros,
En cuanto a ha distribución de este sistema de resolución de multimeros entre los distintos
serovares de Selmona/le, Krause y Guiney (1991> detectaron su presencia en todas las cepas
poseedoras del plésmido de virulencia que estudiaron, concretamente los serovares .5.
Jyphirnur/urn, 8. cha/eraesuis y 8. gallinarum además de 8, dublin, no encontrándolo en ninguna de















‘>41.3.3.- Sistemas de partición.
Los sistemas de partición van a ser de vital importancia para el estable mantenimiento de L1.
plásmidos de bajo número de copias puesto que van a controlar el reparto de las moléculas Y
plasmídicas en el momento de la división celular. Para algunos piésmidos, aun cuando en su 1~
mantenimiento se vean ayudados por alguno de los sistemas anteriormente citados, la necesidad
de la actuación de un sistema de partición es indispensable. Así, varios tipos de plásmidos de E.
col) estén presentes en un número de copias tan bajo que se aproxima al de una copia por célula y
aún así son mantenidos de forma estable. Estos plésmidos deben hacer uso de un sistema de
partición activo que de alguna manera es análogo a la segregación mitótica de los cromosomas de
las células eucarióticas. >2
Estos sistemas de partición, para ser considerados como tales, deben ser capaces de V~estabilizar replicones heterólogos. También deberían actuar como determinantes deincompatibilidad. En la mayoría de los casos, dos plésmídos que compartan el mismo sistema de
partición se interferirán mutuamente en el adecuado reparto de las copias y por tanto serán
incompatibles entre si.
La donación de fragmentos de DNA de E (Ogura et aL, 1963), pSOlOl <Meacock y Cohen,
1980), Pl (Austin y Abeles, 1983b) y Rl <Gerdes etal., 1985) capaces de impedirla pérdida de los
replicones de dichos piésmidos confirmó la presenciado /ovide partición en los mismos
>2441
Los genes que codifican tales funciones reciben diversas denominaciones, siendo los más
estudiados los genes par del bacteriófago Pl (Nordstrom et al,, 1980> que Junto a los genes top
del plásmido F (Ogura st el., 1983) constituyen la familia top/por <Williams y Thomas, 1992) y los
stb del plésmido NRI (Miki st al., 1980> que junto al parA del plésmido Rl conforman la familia de
partición incEil.. >4.
La organización genética de esta región es similar en los distintos piésmidos que disponen de
elia. Basicamente consta de dos genes que codifican proteínas esenciales que actúan en trans, y
un lugar situado en vis con respecto a los genes anteriores. Estos genes actuan >4
independientemente de los sistemas de control de la replicación puesto pueden ser intercambiados
con los genes de otros sistemas de partición sin perder su función (Gerdes y Molin, 1986>. La
principal diferencia entre los IovJ de partición de estos plásmidos radico en la posición de estos
lugares en vis en relación a la de estos genes. Así mientras que en F y Pl este lugar en vis se
encuentra downstream de los genes, en NRI <donde reciben el nombre de stb> y en Rl (aunque
este dispone unicamente de un único gen, parA) se encuentra upstream, lo cual puede suponer
alguna diferencia en cuanto a su función y regulación <Tabuchí atoL, 1992).
Uno de los genes de la región de partición tanto del piésmido F como de Pl codifica para una
proteína de alrededor de 44 kD que en el primero recibe el nombre de SopA y en el segundo de
Par, Ambas están implicadas en una actividad represora de su propio promotor que es
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incrementada por la presencia del producto del segundo gen de la zona de partición SopE o ParB.
Aunque no se ha detectado una implicación directa de ParA en el proceso de partición, existen
evidencias genéticas de que la actividad reguladora no es su único papel. Mutaciones en perA no
son complementadas por plésmidos que unicamente contengan perfl expresado desde un
promotor heterólogo, sino que requieren también la presencia de ParA (Friedman y Austin, 1988).
En ParA se ha detectado una actividad ATPésica que aumenta en presencia de Para (Davis st al.,
1991) y que pueda que sea la suministradora de parte de la energía necesaria para el proceso de
partición (Davis eta/., 1992, WiiiiamsyThomas, 1992).
SopE y ParE, proteínas de 35-38 kD, se unen a sus respectivas secuencias centroméricas
(Mori et aL, 1989, Davis y Austin, 1988). SopB se ha encontrado asociada a membranas, por lo
que se piensa que este tipo de proteínas es el nexo de unión entre el plásmido y el sitio del
hospedador asociado a la membrana implicado en la partición.
Austin y Abeles (1983a), realizando estudios en el profago Pl, propusieron la existencia
dentro de la zona par de de una secuencia que sería un análogo funcional de las secuencias
centromérices de los cromosomas eucarióticos. De acuerdo con esta teoría, la secuencia actuaría
como un sitio de unión que seria reconocido por un hipotético aparato mitótico celular,
probablemente una región especializada de la membrana celular, que moverla a las moléculas
plasmidicas hijas hacia polos opuestos de la célula en división. Dicha secuencia de
reconocimiento fue denominada ¡noS y observaron que ejercía un fuerte efecto de
incompatibilidad.
Posteriormente, Martin st a/. (1987> definieron dentro de ¡noS una secuencia de 49 pb, ponS,
que era la que verdaderamente ejercía este papel de análogo centromérico. Davis y Austin (1988>
restringieron aun más la longitud de esa secuencia centromérica pars a 35 pb y propusieron la
necesidad de la unión a la misma de la proteína ParE para que dicha secuencia pudiera ser
reconocida por el presunto aparato mitótico celular.
En Pl el sitio de partición, pons consiste en dos secuencias palindrónilcas perfectas de 13 pb
cada una, separadas por un espaciador de 3 pb y en dos secuencias de 4 pb ricas en AT
flanqueando a los palíndromos (Austin, 1988). Tanto en la zona de las secuencias palindrómicas
como a la izquierda de la misma se disponen varios sitios de unión de la proteína ParE, existiendo
un único sitio de unión de la proteína del hospedador IHF <Figura 1.6)
No obstante, se ha determinado mediante mutaciones puntuales que unicamente una
secuencie de 22 pb constituida por la parte izquierda del palíndromo y algunas bases adyacentes
es suficiente para conseguir una efectiva partición, estando tanto la región situada inmediatamente
a la izquierda de esas 22 pb como el resto de la secuencia que incluye el palíndromo de la
derecha, implicados unicamente en funciones de incompatibilidad (Martin siaL, 1991).
Dentro de ese mínimo sitio de partición de 22 pb, las 15 primeras bases contienen dos de las




ParB, 5’-ATTTCAO-3’<la primera repetición tiene una A en la última base). Las 7 bases restantes
deben contener alguna información importante para la partic]ón, puesto que alteraciones en dicha
secuencla suponen la eliminación de la actividad del sitio de partición. Además, mutaciones en
esta secuencia conducen a defectos no sólo en la partición sino también en La capacidad de
ejercer incompatibilidad. En E la región equivalente, sapO, es algo más compleja, y consta de 12
repeticiones de 43 pb en tandem con una repetición invertida de 7 pb en cada unidad
de 43 pb, aunque si bien todas ellas son necesarias para ejercer incompatibilidad, parece que
unicamente una de las secuencias es requerida para una efectiva partición (Lane of at, 1087>.
Con respecto a los productos codificados por genes del hospedador implicados en el proceso
de partición, es importante destacar el ya mencionado IHE o factor de integración del hospedador
(Funnelí, 1091>. Es una proteína de unión a DNA sitio-específica que en E. ccli participa en una
gran variedad de procesos que incluyen recombinaclón, repilcaclón y transcripción, así como en la
partición del plásmido Pl. El lugar de unión de IHF se ha cartografiado en una región aneja al
mrnimo lugar de partición ponS, e incluye la secuencia TAACTGACTGTTT que unicamente difiere
de la consenso en dos posiciones <Figura 1.6), Por otra parte se ha visto, que IHE induce un fuerte
plegamiento en el DNA en su sitio de unión.
En cuanto a la regulación, parece que la autorregulación de la sintesis de las proteínas Par es
tina característica común de los sistemas de partición. Los marcos abiertos de lectura en Pl estén
dispuestos como un operón bajo el control de un promotor situado justo por encima de parA. La
síntesis de ParA y de ParE es autorregulada a nivel de lranscripclón <Friedman y Austín, 1988>.
ParA inhibe por si sola la expresión de los genes par, siendo su forma más activa de unIón al DNA
TCGATAAAAACCCGAAOCCTTAAACTTTCGCCATTC
st, ¡le ‘ys pci •,g ser tu ya tu ser pro ph,
AA~LT t~A~j i ATTAACTGACTGTTTTTAAAGTAAATTACTCTAlyi P1~~ ‘~ ‘.XLZ........l8p
A AI~A AAATGCCACQITfl~CTT O OATTTTA
pars
Figura 1.6.- Secuencie del locus maS de Pl. Se incluye el extremo 3’dei marco abierto de lectura
de para. Las secuencias enmarcadas son coplas de ATTTCAC <menos una de ellas cuya última
base es tina A) que constItuyen ¿os lugares de unión de ParE, ParS protege estas secuencias
junto con otras bases de alrededor en experimentos de Poe!print/ng. Se indica, mediante una llave
de trazo fino, el sitio de partición porS con los dos palindromos perfectos de 13 pb (indicados por
flechas), y mediante otra de trazo grueso, la secuencia mínima de 22 pb necesaria para que se
















la dimérica. Para adoptar esta conformación más activa requiere la presencia de ATP (Davey y
Funneil, 1994), ParA en combinación con ParB inhibe aún más la expresión, aunque ParE no
tiene actividad represora por sí sóla. Es probable que ambas proteínas se unan al palíndromo
imperfecto de 20 pb que abarca la región situada entre el promotor de parA y el lugar de unión E
ribosomas, puesto que mutaciones en dicha secuencia conducen a la transcripción constitutiva de
los genes par (Eriedman y Austin, 1988). Davis st al. (1992> han propuesto que ParA ejerce su
actividad autorreguladora bloqueando el acceso al promotor mediante su unión a un gran
palíndromo rico en AT situado en dicha zona, siendo esta unión altamente cooperativa y
dependiente de ATP. En E el control es similar si bien SopA no es dependiente de ATP. La
autorregulac}ón posiblemente sirve para limitar la concentración de estas proteínas dentro de unos
límites muy definidos, lo cual es un requerimiento vital para que se produzca una adecuada
partición. Se ha visto que la sobreproducción de cualquiera de ellas bloquea la función de
partición. Parece probable que la estequlometria de cada uno de los componentes que
intervienen es crítica para el apropiado ensamblaje de las estructuras requeridas para que
produzca el correcto reparto de las moléculas plasmidicas.
En cuanto a los modelos desarrollados para explicar el proceso de partición, hay que destacar
el propuesto por Austín (1988). En él, dicho proceso comenzarla con la unión de ParE <o SopB en
el caso de F) a las secuencias en vis parS de los plésmídos presentes. Estas proteínas, con
capacidad de unirse a secuencias especificas del DNA, se asociarían a las copias del plásmido
que se encontraran libres en la célula y facilitarían el emparejamiento plasmidico en virtud de una
interacción específica proteína-proteína. Las parejas de plásmidos serian entonces capaces de
unirse a uno de los varios lugares equivalentes de un posible aparato mitótico, como podría ser el
naciente septum de la célula en división. El progresivo crecimiento en esa zona de la pared
bacteriana y la consiguiente formación del saptum celular ocurriría entre la pareja de plésmidos
unida a esa zona, dirigiendo activamente a cada uno de los miembros de dicha pareja a cada
célula hija <Elgura 1.7>. Aunque, como se menclonó anteriormente, no se ha encontrado hasta
ahora una implicación directa de ParA en el proceso de partición, es probable que ParA (o SopA)
desempe?~e su función en una fase posterior a ParB, quizá en el reconocimiento de las parejas de
plásmidos por la maquinaria mitótica, Hay que destacar que varios segmentos de la proteína ParA
de Pl son muy similares a sus equivalentes en SopA de E <Morí et al., 1986). Estas secuencias
peptidicas podrían representar un dominio común para el reconocimiento del aparato del
hospedador. Este modelo propuesto por Austín (Austín, 1988) ayudaría a explicar la
incompatibilidad existente entre piésmídos del mismo grupo, puesto que un plásmido entrante con
el mismo tipo de sitio de partición podría participar en el emparejamiento con el residente.
ocasionando un reparto al azar de uno de los plásmidos con respecto al otro. Piésmidos
compatibles tendrían sitios de partición con diferentes especificidades que unicamente permitirían










comunes de unión de parejas de plásmidos del hospedador. Por tanto, se podría produci
segregación de dos o más tipos de plásmidos compatibles aun cuando hagan uso del mismo tipo
de lugar de unión del hospedador.
Este modelo también explicaría la alteración de las propiedades de incompatibilidad que ‘1>y
experimentan los sitios de partición cuando las secuencias que les rodean son eliminadas. Así, la
deleción de una pequeña región situada en la parte izquierda del sitio de partición de Pl (contigua ~‘t1>
a las 22 pb comentadas anteriormente) da lugar a un sitio que todavía es efectivo en la partición 44pero que ya no es reconocido como idéntico al original. Por tanto se habría alterado el mecanismo
que reconoce a los sitios de partición como propios. Si se aplica este modelo a este caso, los sitios <>4
1>’
de partición delecionados sólo se emparejarían con sus iguales y habrían perdido la capacidad de
1
emparejarse con los inalterados (Martin el st, 1987). La explicación que proponen estos autores
*
se fundamenta en que. los pares de bases adicionales al mínimo sitio de partición contienen un
4>4
sitio de unión especifico para una proteína del hospedador (IHE) y un lugar adicional de unión de
ParE <Davis y Austín, 1988>. La unión de estos factores a esas bases adicionales alteraría la
topología de todo el sitio de partición (por un plegamiento) de forma que dicho sitio solo podría 4
>2
emparejarse con sitios que se encontraran con la misma conformación y no con aquellos que, por
no tener esas secuencias adicionales, no estuvieran unidos a la proteína del hospedador MF y a





Figura 1.7.- Modelo de partición plasmidica (Austín, 1988). (a) Después de la replicación las
proteínas Par (círculos sombreados) se unirlan al sitio de partición plasmídico y formarían un
complejo de reconocimiento. Estos complejos formarían dímeros, los cuales se unirían a
determinados lugares del hospedador <círculos negros). (b> El crecimiento y la formación del
septum en el centro de la célula separaría esos lugares de unión del hospedador para los







de partición íntegro y delecionado, la unión de los emparejamientos de los mismos al presunto
aparato mitótico darla lugar e un adecuado reparto de ambos tipos por el mecanismo
anteriormente mencionado (Figura 1.7), HE colabora pues activamente. Junto con ParE, en el
emparejamiento de los plásmidos a la altura del lugar centromérico psis. En mutantes de E. cefi
carentes de este factor se restablece la capacidad de emparejamiento entre los sitios de partición
íntegros y los delecionados. Parece ser que en ausencia de IHF no se produce la alteración
topológica del sitio de partición original de forma que estos se comportan como si estuvieran
delecionados.
Otros autores (Williams y Thomas, 1992> han propuesto otro modelo estudiando mutantes
defectivos en la partición del cromosoma, concretamente los mutantes muk Estos mutantes son
capaces de replicar su DNA y de dívidirse normalmente pero no pueden segregar las copias de
sus cromosomas dando lugar a células anucleadas. La mutación muhE se produce en un gen
cuyo producto tiene homología con proteínas del cítoesqueleto, incluyendo Ja enzima asociada a
los nhicrotúbulos, dinamina, Otra proteína descubierta en E. cali tiene homología con la cadena
pesada de la miosina de levadura. El descubrimiento de estas proteínas homólogas a los
“motores eucarióticos sugiere que pueden conducir el movimiento del nucleolde mediante un
hasta el momento desconocido sistema de filamentos unidos o asociados a la membrana celular.
Los motores eucarióticos se mueven unidireccionalmente por filamentos polares (actina o
microtúbulos). Puesto que la partición es un mecanismo inherentemente simétrico, los presuntos
filamentos bacterianos deberían hailarse orientados en ambas direcciones si es que son análogos
a los descritos en eucariotas, La unión de los cromosomas replicados a cad uno de los pares de
filamentos permitirla a los mismos moverse en direcciones contrarias.
Un modelo de este tipo podría ser aplicado a alguno de los sistemas de partición existentes.
Este mecanismo de separación de moléculas hijas proporcionaría un sencillo procesamiento de los
emparejamientos de piásmidos que ocurre en la primera fase del proceso de partición. Asumiendo
que las parejas de plásmidos podrían asociarse con los filamentos antiparalelos en practicamente
cualquier punto de los mismos, ello haría posible que que un gran número de plésmidos diferentes
pudieran utilizar un mismo aparato sin Interferir unos con otros. Esta asociación podría ocurrir de
diversas maneras y dependería de las proteínas del hospedador así como de las constituyentes
de los filamentos. Por tanto el hospedador proporcionaría el motor que guiarla el movimiento
mientra que el plásmído unicamente proporcionaría las bases para el emparejamiento, asociación
a los filamentos y su separación entre si. Después de la asociación a los filamentos antíparalelos,
las parejas de plásmidos se separarían por un cambio conformacional en el complejo como
resultado de la fosforilación catalizada por la actividad ATPésica de las proteínas A. El
movimiento a lo largo de los filamentos implicaría bien un movimiento del motor en relación a los
mismos, o bien un movimiento de los filamentos con respecto a la célula. En la figura 1.8 se
detalla el mecanismo en que el complejo de partición, compuesto por la proteína A <ParA, SopA
A’]
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etc) y la proteína E (ParB, SopE, etc) posiblemente unidas a un componente de la membrana y a
un motor sintetizado total o parcialmente por el hospedador, iniciarla el emparejamiento específico
entre moléculas plasmidicas. Los plásmidos emparejados se unirían entonces a los filamentos
antiparalelos anclados en si membrana celular. La hidrólisis del ATP por la proteína A provocaría
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1.8.- Modelo de partición plasmidica según Wllllams y Thomas (1992) (explicaclon en el
1,3.3.1.- SIstema de partición del plásmido de Salmen ella.
Los sistemas de partición estudiados hasta ahora se engloban en dos familias: la de los IncElí
y la de aquellos que tienen homologla con los genes sop de E y por de Pl. Los genes de partición
de los plésmidos de virulencia de Salmone/Ja. constituirían una tercera familia o podrían formar
parte de una de las anteriores cuando estén lo suficientemente caracterizados. Sí bien existe una
evidente similitud funcional, no se ha detectado homología, mediante ensayos de hibridación, con
otros sistemas de partición.
Estudiando las funciones de incompatibilidad del plásmido de virulencia de 5. typhlmurium
Cerin y Hackett (1980> localizaron uno de los genes de la región par, además de tas regiones ¡ocR
e boL (la equivalente a parS). Poco después y basándose en la correlación existente entre
































genes, parA y parS, que forman parte de dicha región en el mismo serovar. Esta región va a
expresar las funciones de incompatibilidad y de partición del plásmido de virulencia de Salmonella
y se encuentra dentro de la zona definida como ropA por Michiels et aL <1987>.
A diferencia de la región de partición del plásmido F, la región de partición del plásmido de
virulencia de Salmonella se encuentra alejada de los dos orígenes de replicación y se asemeja a la
disposición de la región de partición del plásmido NRI en el que las regiones par y top se
encuentran separadas por una región de 28 kb. Esta región de partición a pesar de exhibir
funciones de incompatibilidad no va a mostrar incompatibilidad u homología con los dos replicones
del plásmido repB y repC lo cual demuestra que no va a ser una región de control del número de
copias para repB o repO (Tinge y Curtías, 1990b).
Cerin y Hackett <1993) han secuenciado esta reglón par, que queda englobada en un
fragmento de 4.3 kb, y a la que han denominado parVP (par Virulence Plasmid). En ella han
situado los dos genes englobados por esta región, parA y parB, los cuales tienen una gran
homología con las secuencias de los genes par de otros plésmidos. Lo mismo ocurre con la
secuencia de las proteínas, parA codifica para una proteína de 40 kD y parB para una de 32.5 lcD.
A continuación de parS existe una secuencia análoga a parS , lugar que, como se comentó
anteriormente, en el plásmído Pl se piensa que actúa de forma semejante a un centrómero y que
Cerin y Hackett <1989) denominaron incL puesto que estaba implicada en incompatibilidad. Estos
mismos autores definieron un nuevo locas de incompatibilidad incR, situado upstream de perA
dentro del cual existe una secuencla de DNA que puede adoptar una estructura de horquilia. La
localización de ¡floR recuerda a la de incA del plésmido Rl, secuencia en cis con respecto a la del
gen parA y necesaria, junto con el producto de dicho gen, para la estabilización del piásmído. No
obstante nl triaR se halla situada en el promotor de parA (como silo esté IncA> ni existe ninguna
similitud entre ambas secuencias (Elgura 1.9).
Por otra parte, es necesaria la presencia de ambos leal, ¡ncL(parS) e moR, para determinar
incompatibilidad, puesto que la falta de alguno de ellos hace perder ase fenotipo.
El plésmido de virulencia de Selmenobla expresa dos sistemas de partición relacionados. Uno
es el sistema de partición convencional 1 <Austinl9B8, Williams y Thomas, 1992) en el que
Intervienen parA, parS y parS, que ya fue comentado con anterioridad. En el otro sistema en el
que estarían implicados parA e moR. ParA interaccionaría directa o indirectamente, pero sin la
participación de ParE, con ¡floR, y esta interacción contribuiría a la estabilidad del plásmido. Por
tanto ParA, tanto en un sistema como en otro, va a ser imprescindible para el sistema de partición.
Otra característica Interesante de esta región en el piásmido de virulencia de Salmonelle, es
que a diferencia de regiones par de otros plásmidos como PIE o NR1, la transcripción de parA y
parE es Independiente, ambos genes poseen sus propios promotores.
Tinge y Curtiss <1990a) vieron que la Incapacidad por parte de la reglón parVP de excluir a E-
Kan (IncEl>, RiQO (IncEil), R726-1 (lncH>, R64drd-1I <mcl> o R702 (JncP) así como la ausencia de
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hibridación entre parVP y E, RIOO o R726-1, indicaba que la función de incompatibilidad de Parvp
no estaba relacionada con la de estos piásmidos y situaría al plásmido de virulencia en un nuevo
grupo de incompatibilidad.
Estos mismos autores mediante ensayos de hibridación, han detectado la región parVp ~
plásmidos de virulencia de 5. typh1’mur¡um, S. oholoreesuis, S.dublin, 5. onteritidis, 3. gallinera,,, y














Figura 1.9.- Esquema de la organización de las funciones de incompatibilidad y partición del
plásmido de virulencia de 5, typhimurium. El dibujo está hecho a escala y muestra los genes
parA y parB (las flechas indican el sentido de la transcripción), y la región de incompatibilidad
pars. El rectángulo abierto entre las bases 456 y 1029 delimita moR: dentro de esta región se
encuentra una estructura en forma de bucle (635-688) señalada por un pequeño rectángulo
negro (Cerin y Hackett, 1993>.
OBJETIVOS
Objetivos 3&
Este trabajo supone el comienzo de una caracterización detallada del plésmido de vlruienci8
de 3. enteritidis, Se ha elegido este serovar por ser el mayor incidencia en España, y porque no se
dispone de información sobre su plásmido de virulencia, a excepción de la región spv.
Los objetivos pfanteados son los siguientes:
1. Cartografiado del plásmido de virulencia.
2. Detección y localización de bol homólogos a algunos genes conocidos del plésmido de
virulencia de S. typliimurium.
3. Estudio de las regiones responsables del mantenimiento del plésmido (replicación y partición).
Teniendo en cuenta el tamaño del plásmido (60 kb), los objetivos 1 y 2 se han realizado
conjuntamente con José Manuel Rodríguez Peña, que se ha ocupado además de la construcción
de los clones marcados como pMJ”.
2.- MATERIALES
Y MÉTODOS













Extracto de levadura Sg <4’
¾
Cloruro sádico 10 g 1< ,
Agua destilada II L<1j
Se ajustó el pH a un valor de 7 con NaOH 0,1 Ny se esterilizó el medio en autoclave durante U
20 minutos a 1 atmosfera. 1kg
El medio sólido se prepara con 15 g/l de agar. En los casos en que se quiso detectar actividad Y
p-gaiactosidásica, este medio se suplementé con el sustrato 5-Bromo-4-Cloro-3 indolil-p-D-
4 ‘>24<
galactopiranósido (X-gal> hasta una concentración final de 50 pg/ml y con el inductor isopropil-p-D-
444=”4’
tiogalactopiranósido <IPTO) hasta una concentración final de 50 ag/ml.
>4=5”“¾)‘
>2+’
Cuando fue necesaria la adición de los antibióticos ampicilina y kanamicina estos se
>24.
añadieron hasta una concentración final de 100 pg/ml y 50 ng/ml respectivamente. t~.
2.1.1.2.- Medio Macconkey. =444<
>2”]’”’’>2
‘4 A’Composición: A
Peptona 200 A A
Lactosa lOg
sales biliares 2,5 g
Cloruro sádico Sg
~ lAA=5~<Rojo neutro 0,05g
Cristal violeta 0,001 g
Agar 150 K
Se preparó a partir del correspondiente medio deshidratado de la casa ADSA-MICRO 54<jis
siguiendo las instrucciones del fabricante
5.44
2.1.2.- Marcadores de pesos moleculares de DNA.
A <‘4
4]” ‘4’
ASSe emplearon los marcadores de pesos moleculares de DNA II, lii y Vi suministrados por la
“44’
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-Marcador de pesas moleculares II (DNA del fago lambda digerido con Hindill>.
Tamaño de los fragmentos: 23130, 9418, 6557, 4361, 2322, 2027, 564,125 pb.
-Marcador de pesas moleculares III (DNA del fago lambda digerido con Hindílí y EcoRl>.
Tamaño de los fragmentos: 21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947,
831, 564, 125 pb.
-Marcador de pesos moleculares VI (DNA
piásmido pBR328 digerido con Hint».
Tamaño de los fragmentos: 2176, 1766,
pb.
2.1.3.- Plásmidos.
del plásmido pBR328 digerido con Bgli y DNA del
1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234, 220, 154
Plásmido Genotipo Referencia







pBluzk btu, oph3’ Ibáñez of a).
Los plásmidos YEp356R, YEp357R y YEpS5SR se han utilizado para aislar promotores de
bacterias. Tienen dos origenes de replicación: el del plésmido ColEl de E. coN, y el det plásmldo 2
pm de Saccharernyces coro visiae <inútil en este trabajo), así como marcadores de selección para
ambos microorganismos. Contienen además la región estructural de gen leoZ de E. cefi excepto
los 7 primeros codones que han sido sustituidos por polylinkers con un elevado número de puntos
de corte únicos para endonucleasas de restricción. Utilizando los tres plásmídos se puede insertar
una secuencie de ADN en las tres fases de lectura con respecto a leoZ y generar así tres proteínas
de fusión de las que una tendré actividad a-galactosidasa, slempre y cuando el inserto contenga
un promotor y un codon de Iniciación. Los plésnildos YEp356, YEp3ST y YEp35B poseen el
pafylinkar en la orientación contraria <Figura 2.1>.
























Cepa Genotipo y dotación plasmidica Referencia
EscIierichifl ccli JMIO9 recAí supE44 ondA 1 hsdRlZ U» bu rpsL lacY
go/K gWT era tanA Wr tsx A «ec-proAS~ P (Ira
036 proAS’ Lact IaCZAMIS)
~YanischPerronof al., 1985)
E. cc/i DH5~t StipE44 ~VacU169(cP80booZAMlS)recAl
l>sdR ‘17 recAí encIAl gyrAPO 11>1-1 rolAl
Stratagene’~’
E. cc/i VSi? ContIene 8 plásmidosde tamaños:
54.2 kb, 7.2 Kb, 5.6 kb, 5.1 kb. 3.9 Kb, 3 Kb,
27 kby2.1 Kb.
(Macrina of eL, 1976)
Styphhnunuin JR5O1 hsd$A29 hsdsa 121 hsdL6 frpC2 nietA22
metEB5í i1v452 1ou3t21 rpsLl2O go/EllO xy/
404 Hi-b H2-o, ti, x nmf (Eels2~tIu-66
(Ryu y Hartin, 1990)
2.1.5.- Nomenclatura,
- En este trabajo se ha utilizado la nomenclatura tradicional de SaIánono/la, nombrando los
serovares como si de especies se tratare. Así, Salrnone//a onterice serovar Enteritidis aparece
como Sa/mono/le antantidis.
- Banco de genes y proteínas EMBL-35, versIón 1.15. EMEL Data Library, European
Molecular Blology Laboratory.
- PC/GENE Sequence Anaiysis. lntelliGenetics.
2.1.6.- Sopado informático.
Materiales y Métodos - 44
2.2. - Métodos.
2.2.1.- ExtraccIón de DNA plasmidico de Salmoneila..
Se utilizó el método de Kado y Liu <1981>.
2.2.1.1.- Cultivar el microorganismo en 3 mi de medio LB a 370C con agitación durante 12 A
horas.
2.2.1.2.- Recoger las células por centrifugación durante 2 mInutos a 3.600 rpm.
2.2.1.3.- ElimInar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 0,1 mi de TE.
2.2.1.4.- Lisar las células por adición de 0,4 ml de la solución de lisis (lauril-suifato sádico al
3% en Tris-HOI 50 mM, pH 12.6) mezclando por inversión suave del tubo. Incubar a 6000 durante
20 minutos.
2.2.1.5.-Añadir 1 mIde fenol/cloroformo (y/y) y centrifugar a 13.000 rpm durante 15 minutos.
2.2.1.6.- Recoger la fase acuosa y proceder igual que en el punto anterior, centrifugando en
esta ocasión 2 minutos.
2.217.- Tratar la fase acuosa con 1/2 volúmen de cloroformo:alcohot isoamílico (24:1).
Centrifugar 2 minutos a 13,000 rpm, recoger la fase superior y eliminar los restos de fenol
añadiendo 2 volúmenes de éter. Centrifugar 1 mInuto y eliminar la fase superior,
2.2.1.8.- Precipitar el DNA con 0,10 volúmenes de acetato sádico 3 M y 2 volúmenes de
etanol, previamente enfriado, durante 20 minutos a -20~C.
2.2.1.9.- Centrifugar 15 minutos a 13.000 rpm. Lavar el precipitado con etanol al 70% y secar
al vacío.
2.2.1.10.- Resuspender en 50 pl de TE (Tris-HOI 10 mM, pH 8.0;EDTA 0,1 mM) o H
20.
2.2.2.- ExtraccIón de DNA plasmídico de E,coIl.
Se utilizó el método descrito por Eirnboin y Doly (1979) con algunas modificaciones que se
especifican a continuación:
2.2.2.1.-Cultivar la bacteria en 10 ml de LE, suplementado síes necesario con el antibiótico
correspondiente, durante toda la noche a 3700 y con agitación.
2.2.2.2,- Recoger las células por centrifugacIón a 13.000 rpm durante 2 minutos.
2.2.2.3+- ElimInar el sobrenadante y resuspender las células en 200 pl de la solución de lisis 1.
incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
2.2.2.4.. AñadIr 400 Lii de solución de lisis IL previamente enfriada, mezclar, por Inversión
suave del tubo, e incubar 5 minutos en hielo.
2.2.2.5.- Añadir 300 pl de solución de lisis III fría, mezclar, por inversión suave del tubo, y




Materiales y Métodos - 45
2.22.6,- Centrifugar 10 minutos a 13.000 rpm y recoger el sobrenadante. Si quedan restos del
precipitado centrifugar nuevamente en las mismas condiciones. Precipitar eh DNA por adición de
500 pI de isopropanol, enfriando a .2000, e incubando 10 minutos a temperatura ambiente.
2.2.2.7.- Centrifugar 10 mInutos a 13.000 rpm. Eliminar el sobrenadante y resuspender el
precipitado en 200 Ial de TE. Añadir 200 iii de LICI 6 M e incubar 5 minutos a ~200C.
2.2.2.8.- Centrifugar 10 minutos a 13.000 rpm, recoger el sobrenadante y precipitar el DNA
por adición de 2 volúmenes de etanol a .2000 y 0,1 volumen de acetato sódico. Incubar a -200
durante 20 minutos y centrifugar 10 minutos a 13.000 rpm. Eliminar el sobrenadante y lavar el
precipitado con etanol al 70% enfriado a -20~C. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos1
eliminar el sobrenadante y secar el DNA al vacio. Resuspender en 20 pl de TE (Tris-HCI 10 mM,
pH &0;EDTA 0,1 mM> o H20.
Normalmente 1 Li
1 de este preparado contiene el DNA suficiente para visualizario en un gel.
La técnica da buen resultado para plésmidos muiticopia que no excedan las 20 kb de tamaño.
El método puede utilizarse a mayor escala:
Vol, cultivo Solución t Solución II Solución III
50-100 ml 1 ml 2m1 1.5 mi
200m1 2m1 4m1 3m1
centrifugación se hace en estos casos a 12.000-15.000 rpm a 400 durante 15La primera
minutos.
- Solución de lisis 1
- Solución de lisis II
NaOH
SDS
Debe prepararse antes de su uso
- Solución de lisis III
a partir de NaOH
0,2 N
1%








2.2.3- Minillsis de colonias.
Este método se puede utilizar para el análisis de plásmidos multicopia.
2.2.3.1,- Repartir 40 pi de la solución de lisis en cada tubo eppendorf (tantos tubos como
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2,2.3.2.- Recoger las colonias de la placa de agar con un palillo estéril y
solución frotando contra la pared de tubo.
2,2.3.3.- Permitir la lisis durante 15 mInutos a temperatura ambiente.
2.2.3.4.- Añadir 3 pl de HCI 1 M y 5 Li1 de colorante de electroforesis (sí
de color verde amarillento añadir solución de lisis hasta neutralizar el pH).
2.2.3.5.- incubar 20 minutos a .7QOQ,
2.2.3.6- Centrifugar 5 minutos a 13.000 rpm y poner las tubos en hielo.
2.2.3.7- Cargar las muestras inmediatamente en un gel.
- Solución de lisis
Tris-HCI 10 mM, pH 8,0







Preparar tres soluciones madre: Tris-HOI + EDTA veinte veces concentrada, NaOH 1 N
y SOS al 10%.
2.2.4.- Transformación de E.cofl con CaCI
2.
Se empleó el método de Mandel y Higa (1970).
2.2.4.1.- Preparación de cétulas competentes.
2.2.4.1.1.- Preparar un preinóculo sembrando una colonia en 2 ml de LB e incubar a 37~C con
agitación durante toda la noche.
2.2.4.1,2.- Inocular 50 ml de LB. en matraz de 250 ml (dilución 1:25>. Crecer a 37~C con
agitación hasta alcanzar una 0 0 600 nm entre 0,45 y 0,55.
2.2.4.1.3.- Enfriaren hielo durante 15 minutos. Centrifugar durante 10 minutos a 10.000 rpm y
4C Eliminar el sobrenadante. Trabajar a partir de este momento a temperaturas de 0~4oC.
2.2.4.1 .4.- Resuspender las células en una gota del sobrenadante y añadir 20 ml de 0a012 30
mM enfriado en hielo. Incubar 15-20 minutos en hielo.
2.2.4.1.5.- Centrifugar a 10.000 rpm durante 10 minutos y a 40. Eliminar el sobrenadante.
2.2.4.1.6.- Resuspender el precipitado en 4 ml de 0a012 100 mM y glicerol al 15%,
previamente enfriado. Emplear una pipeta para resuspender las células. La incubación en hielo
por unos minutos aumenta la competencia.
2.2.4.1.7.- Repartir la suspensión de células en alícuotas de 200 1.11 y congelar inmediatamente









2.2.4,2.1.- Descongelar las células competentes incubándolas en htelo durante 10-15 minutos. >4
2.2.4.2.2.- Añadir de 25 pl de DNA (como máximo), 50 ¡jI de tampón de transformación,
YApreviamente enfriado, e Incubar 25 minutos en hielo.
2.2.4.2.3.- Incubar 2 minutos a 370C y 10 minutos a temperatura ambiente. >2”A:
=4”2.2.4.2.4.- Añadir 1 ml de LB e incubar durante 1 hora a 3700 con agitación.
2.24.2.5.- Sembrar en placas de LE agar, con el antibiótico correspondiente, a razón de 100
Li1 de mezcla de transformación por placa como máximo, u!
- Tampón de transformación





2.2.4.3.- Cálculo de la frecuencia de transformación. (
2.2.4.3.1.- Valorar la concentración deL DNA. Preparar una dilución 1:2000 1:100 del DNA en
$47.>TE. Medir A260 frente a TE. Calcular la concentración sabiendo que lUde Absorbencia equivale a
50 pg/ml.
224.32- Transformar una cantidad conocida del DNA valorado,
jA2.2.4.3.3.- Contar número de transformantes obten¡dos y calcular la frecuencia de
transformación = n
0 de transformantes4Jg de DNA.
‘>4/AA’
2.2.5.- Transformación a partir de colonias. AMétodo de Hanahan (1985).2.2.5.1.- Tomar 5 o 6 colonias con palillo estéril.. . .2. Resuspender la colonias en 500 pl de TFB.
2.2.5.3.- incubarías células en hielo durante 10 minutos.
2.2.5.4.- Añadir el DNA, menos de 20 pl, mezclar e incubar en hielo durante 10 minutos.
2.2.5.5.- Incubar durante 90 segundos a 37~C o 4200,
2.2.5.6.- Sembrar en placa.
TFB






Tricloruro de hexamina cobalto III 3 mM
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pH final 6,15±0,10
- K-MES <2-(N-Morfollno~ etanosulfonato potásico) 1 M Se prepara esta solución madre ajustando
el pH a 6,3 con KOH, se esteriliza por filtración y se conserva a ~20GC.
2.2.6.- Electroforesis en geles de agarosa.
Se realizó esencialmente según las técnicas descritas por Sambrook otal. (1989).
- Tampón de electroforesis TAE EOX
Tris base 242 g
Ácido acético glacial 57,1 ml
EDTAO,5MpH8,0 IDOmí
Tampón de muestra IOX
Azul de bromofenol 0,1 %
EDTA 50 mM
Sacarosa (p/v> 50 %
SOS 0,01 %
Bromuro de Etidio (Sigma Chemical Co.> 10 mg/ml en tampón TAE. Se emplea a una
concentración final de 0,5 hio/mí que se Incorpora al gel de agarosa o con la que se tiñe éste una
vez finalizada la electroforesis.
2.2.7.- Extracción de DNA a partir de geles de agarosa.
Las muestras de DNA se sometieron a electroforesis en geles de agarosa, empleándose para
ello agarosa ultrapura, Seakem GTG”, suministrada por la marca comercial EMC 810 Products.
Para la electroelución del DNA se siguieron las Indicaciones de los fabricantes del “Sephag)as
BandKil” (Pharmacia) y ‘Gonecboan It, (Bio 101, inc.>.
2.2.8.- Determinación de tamaña, pureza y concentración de DNA.
2.2.8.1.- DeterminacIón de tamaño.
La determinación del tamaño molecular de DNA circular covalentemente cerrado se efectuó
calibrando el gel de electroforesis con el patrón de plásmidos de tamaño conocido V517.
Para la determinación del fama/jo molecular de DNA lineal se emplearon los fragmentos
obtenidos por digestión con enzimas de restricción del fago lambda y/o del plásmido pBRZ2S.
Se determinan los factores de migración de los patrones empleados obteniéndose
posteriormente una recta de regresión definida por los logaritmos de esos valores y los logaritmos
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de las masas moleculares correspondientes. A partir de esta recta de regresión se calcularon las
masas moleculares desconocidas en base a su factor de migración en el gel.
2.2.8.2.- Determinación de la pureza.
El indice de pureza se estimé midiendo la absorbancia (A) a 280 nm y a 260 nm y
determinando la relación A280 nm/A2eo nm que para el DNA puro es de 1,8-2,0.
2.2.8.3.- Determinación de la concentración.
La concentración se determinó midiendo la absorbancla a 260 nm de una dilución en agua del
DNA de 1/1000. Se considera que una densidad óptica de 1 equivale a 30 ¡jg/ml para
oligonucleátidos y 50 pg/ml para DNA de doble cadena,
2.2.9.- Tratamientos enzimático del DNA.
2.2.9.1.- DigestIón con endonucleasas de restricción.
2.2.9,1.1.- Preparar la siguiente mezcla de reacolón:
x pl DNA <0,1-4 pg en H20 o TE)
2 pl IOX Tampón de restricción
18-x ¡-Sl H20
20 pl de reacción es el volumen convenIente para el análisis de la restrIcción mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida o agarosa. La cantidad de DNA puede aumentarse o
disminuirse manteniendo las proporciones de los demás componentes de la reacción.
2.29.1.2.- Añadir La endonucleasa de restricción en la proporción de 1- 5 U/pg de DNA, e
incubar durante 1 hora.
1 U de enzima de restricción digiere completamente 1 po de DNA en 60 minutos. Sin
embargo, el DNA obtenido mediante procesos rápidos de extracción requiere o más cantidad de
enzima o más tiempo de incubación, La cantidad de enzima debe ser menos de 1110 del volumen
final de La mezcla de reacción ya que el glicerol presente en el tampón de conservación del
enzima puede interferir en la reacción.
La digestión del DNA con las distintas enzimas de restricción se efectúa con los tampones y a
las temperaturas recomendadas por el fabricante (Boehrlnger Mannhelm>.
Si sólo se pretende analizar el DNA mediante electroforesis, la mezcla de reacción se carga
directamente en el gel, después de haberle añadido el tampón de muestra. Si se va a realizar un
tratamiento posterior, se inactiva la enzima por desproteinizaclón con fenol y fenol/cloroformo.
Mateddesy Métodos-SO
y’ñ >4PU;
‘4>442.2.9.2- Tratamiento con fosfatasa alcalina. <>4
A j,4<4=7’~
“‘44”
La fosfatasa CIP (CaY intestinal phos’phatase) cataliza la hidrólisis de residuos 5’ fosfato de
moléculas de DNA, RNA, ribo- y desoxiribonucleosidos trifosfato. Esta enzima requiere Zn2+ para
su actividad y es inactivada por incubación a 700C durante 10 minutos y/o extracción con fenol.
‘4/’
Este tratamiento se empleó para eliminar los grupos fosfato de los extremos 5’ del vector cortado j
>4<con una única endonucleasa de restricción, evitando asi su recircularización.
>4AA’
A!2.2.9.2.1.- Una vez digerido totalmente el DNA con la enzima de restricción, se elimina ésta
por tratamiento con fenol/cloroformo y se precipita el DNA en las condiciones acostumbradas.
2.2.9.2.2.- Resuspender el precipitado en un volumen de 5 pl del tampón Tris-HOI 10 mM a YA
pH 8.0. Añadir seguidamente el tampón de la fosfatasa OIP it3X, la fosfatasa OIP y completar con >2<
agua destilada desionizada estéril hasta un volumen final de 50 ¡ji. Para la desfosfatización de >4<
extremos cohesivos se añade lUde OIP/IDO pmoles de DNA y se Incuba en baño termostatizado
a 3700. La fosfatasa se añade en alícuotas y tras cada adición se incuba 15 minutos. De esta >41%
forma se contrarresta la inactivación parcial que sufre a esta temperatura. En el caso de extremos ¡A’
>2]]’
romos se añade lUde CIP/2 pmoles de DNA, se incuba 15 minutos a 3700 al final de los cuales
se añade otra alícuota de la enzima y se incuba a 5500 durante 45 minutos.
2.2.9.2.3.- Para detener la reacción añadir 40 pl de agua destilada desionizada, 10 pi de STE
1CX y 5 pl de SOS al 10% «9v), calentando a 6800 durante 15 minutos, Y
2.2.9.2.4.- Desproteinizar tratando la reacción dos veces con fenol/cloroformo y dos veces con
cloroformo. 1~A’~<
2.2.9.2.5.- Precipitar el DNA de la forma acostumbrada.
El factor de conversión que se utiliza es que 2 ~jgde un DNA lineal de 5 kb contienen 1,4
pmoles de extremos 5’ fosfato.
- Solución GTE IOX




2.2.9.3.- Tratamiento con Sal 31.
SaI 31 tiene principalmente una actividad exonucleásica en 3’, eliminando nucícótidos desde
ambos extremos 3 de las dos cadenas de fragmentos lineales de DNA. Dicha actividad es
totalmente dependiente de la presencia de calcio y por tanto puede ser detenida mediante la
adición de agentes quelantes como ESTA o EDTA. Puesto que la degradación se produce de
forma relativamente uniforme desde los extremos del DNA, la digestión con Ba/ 31 puede ser
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4;
‘42.29.3.1- Incubar el DNA plasmídico, en presencia de RNAsa, con una enzima de restricción ‘4
4’que produzca un punto único de corte para obtener así DNA lineal.
2.2.9.3.2.- Eliminar dicha enzima mediante tratamiento con fenol/cloroformo y precipitar el
DNA en las condiciones acostumbradas.
2.2.9.3.3.- Resuspender el DNA en 60 pl de tampón de Bel 31 (0.06 pg4d) y dividirlo en 4
alicuotas.
Tampón Sa/ 31:
Tris-HCi 20 mM, pH 7.2 (a 30~C)
NaCí 600 mM, pH 7.2 (a 3000)
MOCI2 12,5 mM
CaCI2 12,5 mM
EDTA 1 mM ‘4
2.2.9.3.4.- Añadir una unidad de enzima Bel 31 ( Boehringer Mannheim) (una unidad es la
1=
actividad enzimática que ibera 600 pb en lO minutos a 30 OC de DNA linearizado de pER322) a
tres de las alícuotas (la cuarta es el control a tiempo cero) e incubarías a 30
0C durante un tiempo
de 30, 60 y 90 minutos respectivamente.
2.2.9,3.5.- Agregar 1.5 pl de EDTA 0.2 M, pH 8 e incubar 2 minutos en hielo para parar la
reacción.
2.2.9.3.6.- Precipitar el DNA, lavar con etanol 70% y resuspender en 15 ¡-d de F-½O.
2.2.9.3.7.- Efnalmente tas cuatro muestras se digieren con la enzima de restricción cuyos
puntos de corte interese cartografiar.
2.2.10.- PurificacIón del DNA.
El primer paso para la purifIcación del DNA es la eliminación de proteínas mediante la
extracción de la fase acuosa de ácidos nucleicos con fenol yio cloroformo. La extracción se
emplea siempre y cuando sea necesario eliminar o inactivar endonucleasas de restricción y
fosfatasa alcalina empleadas con anterioridad, y cuando el DNA forma parte de una compleja
mezcla de moléculas obtenidas tras la lisis celular,
2.2.10.1.- Tratar el DNA una vez con fenol, o una mezcla de fenol/cloroformo 1:1 (y/y), y
posteriormente con cioroformo:alcohOl lsoamHico 24:1 (y/y). La mezcla de fenolfcloroformo se
utiliza por dos motivos. Primero porque es más eficiente la desproteiflización y segundo porque el
fenol no Enactiva completamente la actividad RNasa y es un solvente para las moléculas de RNA
que contienen largas cadenas de poliA. La extracción final con cloroformo tiene como objeto
eliminar los restos de fenol que permanecen en la preparación de ácidos nucleicos,
La solución de DNA se mezcla con un volumen igual de fenol, o fenol/cloroformo, hasta uobtener una emulsión.
‘4
‘A;
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2.2.10.2.- Centrifugar a 13.000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente,
2.2.10.3.- Recoger la fase acuosa y repetir el proceso. Tratar el mismo número de veces con
cloroformo, centrifugando en las mismas condiciones después de cada tratamiento.
2.2.10.4.- Eliminar los restos de cloroformo por adición de dos volúmenes de éter saturado
con agua.
2.2.10.5.- PrecIpitar la solución de DNA con etanol.
2.2.11.- LigacIón de fragmentos de DNA.
Para la unión de los fragmentos de DNA se empleó la ligasa del bacteriófago T4 (Boebringer
Mannhelm). Esta enzima une extremos romos y cohesivos que poseen terminaciones 5’ fosfato y
3 hidroxIlo, requiriendo para su actuación ATP y Mg2 y siendo Inhibida por concentraciones de
Nací >150 mM.
2.2.11.1,- Llevar a cabo la reacción en un volumen final de 10 pl. La mezcla de reacción
contendrá el vector linealizado, el fragmento de DNA a insertar (en una concentración molar doble
o triple que la del vector), el tampón de ligación y la lígasa T4 DNA.
2.2.11.2.- Incubar la reacción a 12~C durante 16 horas para unir extremos cohesivos y a 23-
2600 durante 4-6 horas para los extremos romos. En este último caso se utilizan de 10 a 100
veces més cantidad de enzima que para extremos cohesivos.
2.2.12.- Transferencia de DNA a filtros de nitrocelulosa.
Realizar previamente electroforesis en gel de agarosa a bajo voltaje (50-60 V). Finalizada la
electroforesis hacer fotografía dei gel colocando en sus laterales dos reglas.
2.2.12.1.- Tratar con HOI 025 N durante 10 minutos y con agitación suave. En este y los
siguientes tratamientos el gel debe estar totalmente cubierto por las soluciones, Si el tamaño de
los fragmentos a transferir es <1 kb no es necesario tratar el gel con la solución de HOI, por el
contrario, síes >10 kb debe prolongarse el lavado durante 20 minutos.
2.2.12.2.- Lavar con H20 destilada 5 mInutos
2.2.12.3.- Desnaturalizar con Nací 1,5 Nl, NaOH 0,5M, durante E minutos y con agitación
suave, Repetir dos veces.
2.2.12.4.- Neutralizar con AcNa 3M, pH 5,5, mediante tres lavados de 10 minutos cada uno.
La transferencia a membranas de nylon puede ser unidireccional o bidireccional. En nuestro
caso sólo se empleó la bidireccional.
2.2.12.1-Transferencia bidireccional.
2,2.12.1.1.- Colocar de 7 a 10 cm de servilletas de papel de un tamaño algo superior al del
gel.
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2.212.1.2,- Colocar sobre ellas dos papeles Whatman 3 MM, del tamaño del gel,
humedecidas en SSO IX, y una membrana de nylon, también del tamaño del gel y humedecida en
SSC. Delimitar la zona a transferir mediante papel parafilm situandolo en los extremos de la ~
membrana de nylon. _
2.2.12.1.3,- Colocar el gel evitando la formación de burbujas de aire. La transferencia es
bidireccional por lo que sobre el gel se sitúa otra membrana de nylon, delimitando en este caso a’ 4<
también la transferencia mediante la colocación de parafilm entre el gel y la membrana.
2.2.12.1.4.- Colocar dos papeles Whatman 3 MM humedecidos en el mismo tampón y
servilletas, de la misma forma que antes pero situando sobre ellas un peso uniformemente
repartido de 0,2 a 0,5 kg. kA.
2.2.12.1.5.- Transcurridas 16 horas, desmontar el sistema y secar las membranas 1 hora a
temperatura ambiente y 2horas a 6~O en horno. ¿ Y
Las membranas secas se pueden guardar en bolsas de plástico con desecador de silicagel y
selladas a vacio.
2.2.12.1 5.- Para comprobar que la transferencia ha sido correcta se observa el gel en ~
“>2V”
transiluminador de luz UV, observando que ha desaparecido la mayor parte del DNA.
- Solución BBC 20X A’~ 4=7..
NaCí 3M 4Citrato sódico 0,3 M ¼




2,2.13.- Hibridación de ácidos nucleicos. >24=>
Se empleó un procedimiento no radiactivo. Para ello se realizó el marcaje de la sonde con
digoxigenina mediante el DNA Labe/Aig and Dotad/vn Kit Nonradlective (Eoehringer Mannheini). 4<
2.2.13.1. - Fundamento de la técnica.
‘<A’
Los fragmentos de DNA empleados como sondas son marcados no radiactivamente por el 4=
procedimiento de “random priming’. Se utiliza una mezcla de hexanucleótidos que hibridan al
azar con la sonda (desnaturalizada previamente), y actúan como cebadores para la DNA
polimerasa. En la reacción de polimerización se añade a la mezcla de desoxinucleótldos, dATP,
dCTP, dGTP y dTrP, un quinto marcado con digoxigenina Estos hexanucleótidos van a funcionar 4=4=/YA
‘AtA’ >2
como prlmers y a ellos se van a unir, utilizando como molde el DNA lineal de la sonda, una serie A!de deoxinucleótidos, dATP, dCTP, dGTP, dTTP a los que se va a añadir un quinto hexanucleátido
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que el dTTP y el DIG-dUTP suponen 2/3 y 1/3 respectivamente de las cantidades de los
anteriores.
Después de la hibridación de la sonda marcada a] DNA molde, los híbridos son detectados
mediante inmunoensayo utilizando una enzima, la fosfatasa alcalina, ligada a un anticuerpo
antidigoxigenina, que cataliza una reacción colorimétrica en presencia de 5-bromo-4-cloro-3-
indolilfosfato (X-P) y la sal de nitroazul-tetrazolio (NBT).
2.213.2.-Marcaje de las fragmentos de DNA.
2.2.13.2.1.- Los fragmentos de DNA empleados como sondas se purificaron por exiracción
con fenol y precipitación con etanol.
2.2.13.2.2,- Se desnaturalizó el DNA sonde por calentamiento a 950C durante 10 minutos e
inmediatamente se enfrió en hielo.
2.2.13.2.3.- Se adiclonó a un tubo eppendorf puesto en hielo:
-Ipg de DNA sonda (Sití> desnaturalizado.
-2pl de mezcla de hexanucieótidos, lOx concentrada proporcionada por el KEt (random
prirners).
-2pl de una mezcla dedNTP’s de marcaje lOx concentrada con dATP lmM, dO]? lmM,
dGTP lmM, dTTP lmM, Dig-dUTP 0,35 mM,pH=6.5.
~l~i20bidestilada hasta lOiti.
-ipí del fragmento Klenowde la DNA polimerasa 1.
2.2.13.2.4.- Se incubé durante 16 horas a 3700.
2.2.13.2.5.- Se detuvo la reacción por adición de 2itl de EDTA 0,2 M, pW8.
2.2,13.2.6- Se purificó el DNA marcado con digoxigenina por precipitación en un tubo
eppendorf siliconizado, con 2.5 pl de LIOI 4M y 75 pl de etanol 98% frío (.2000) y se precipité a -
70~C.
2.2.13.2.7.- Se centrifugó a 13,000 rpm. Se lavó con etanol 70% frío, se secó a vacío y se
resuspendió en 50 al de TrLs-HCI lOmM, EOTA lmM, pH8.
A partir de 1 ~tgde DNA molde habitualmente se obtienen 260 ng de DNA marcado de nueva
síntesIs.
‘4>2
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2.2.13.3.- Prehibridaclón.
-Solución de prehibridación:
-25 ml de 20x860 (Nací 3M, citrato sódíco 0,3M).
-1.2 mIde IOxSDS.
-5 g de reactivo bloqueante proporcionado por el Kit.
-50 ml de formamida desionizada.
-5 mg de esperma de salmón desnaturalIzado lO minutos a 10O~C
-H20 destilada hasta un volumen de 100 ml.
La disolución del agente bloqueante requiere una calefacción suave.
2.213.3.1.- Se utiilzaron 30 mi de la solución de prehibridación por cada 100 cm
2 de la
membrana que contenía el DNA transferido,
2.2.13.3.2- Se incubó la membrana a 420C durante durante 1 hora. En algunos casos la
incubación se realizó a 6800 no empleándose entonces la formamida en la solución de
pre liibrid ación.
2.2.13.4,- HIbridación.
2.2.13.4.1.- Se eliminó la solución de prehibridación.
2.2.13.42.- Se preparó solución nueva <con la misma composición que la solución de
prehibibridación anterior pero sin el DNA de esperma de salmón) y se añadió la sonda marcada y
desnaturalizada <1 0000 durante 10 minutos) a una concentración de 25 nglml.
2.2.13.4.3.-Se pusieron 4 mide solución porcada 100 cm2 de membrana.
2.2.13.4.4.- Se incubó durante IB horas a 4200. En los ensayos en que no se empleó
formamida ni en la solución de prehibridación ni en la de hibridación, la incubación se realizó a
6800,
2,2.13.5.- Fase de lavado.
2.2.13.5.1.- Se lavaron los filtros a temperatura ambiente con al menos 50 mIde 2x660, 0.1
% de SDS durante 5 minutos con agitación, se repitió el proceso dos veces.
2.2.13.5.2.- Se volvieron a lavar los filtros a 6800 con al menos 50 ml de O.lxSSO, 0,1%
SDS durante 15 minutos con agitación. Se repitió el lavado dos veces,
2.2.1 3.6.- Detección Inmunológica.
2.2.13.6.1.- Se lavaron los filtros durante un minuto con la solución Tris-l-i0i lOOmM, Nací
150 mM, pH7.5.
It
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2,2.13,6.2.-Se bloquearon durante 30 minutos con 100 ml (para filtros de 100 cm2) de la
solución anterior conteniendo el reactivo bloqueante al 0,5% agitando de vez en cuando.
2.2.13.6.3.- Se lavaron de nuevo 1 minuto con la solución del punto 3.15.5.1.-.
2.2.13.6.4.- Se incubaron en agitación durante 30 minutos ya temperatura ambiente con 20 <AA’
ml de tina solución de anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina, a una
concentración de 150 mU por ml (1 :5000> de la solución, Tris-HOI 100 mM, Nací 150 mM, pH~7.5.
2.2.13.6.5.- Se lavaron las membranas a temperatura ambiente con agitación durante 15 >44444 A.
minutos con 100 ml de la solución Tris-HOI 100 mM, Nací 150 mM, pH7.5 para eliminar el 4<
anticuerpo conjugado no fijado.




2.2.13.6.7.- Se incubaron los filtros, en ausencia de luz y durante un periodo de tiempo que
osciló entre los 15 mInutos y las 2 horas con la solución de sustrato cromogénico: 45 il de NBT
(sal de nitroazul tetrazolio) y 35 jil de X-fosfato <5-bromo-4-cloro-3.indolíl fosfato) en 10 ml de
Tris-HCi 80 mM, pH=9.5, preparada inmediatamente.
2.2.13.6.8.- Cuando el color se consideró lo suficientemente nítido se paré la reacción por
‘A
Inmersión de las membranas en TE. ~..
2.2.14.- Secuenclacl6n automática del DNA.
Para la extracción del DNA se utilizó el kit Qiegen suministrado por Pharmacia, siguiendo las
indicaciones de la casa comercial.




2.2.15.- Ensayo de estabilidad.
‘‘4=
Este ensayo se utilizó para estimar la estabilidad de las construcciones plasmidicas
‘>4
realizadas.
2.2.15.1.- Transformar E.coll con el plásmido a estudiar.
2.2.15.2.- Sembrar algunas de las colonias aisladas obtenidas en tubos de Smi de LB durante
>4>4’
24 horas a 370C con agitación.
2.2.15.3.- Inocular nuevos tubos de LB a partir de los cultivados anteriormente e incubarlos 24 1
horas en las mismas condiciones. Y?>
2.2.15.4.- Sembrar por extensión placas de LB sin antIbiótico a partir de los tubos incubados el
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2,215.5.- A partir de las placas de LB sembradas el día anterior, hacer 100 réplicas de las
colonias aisladas en placas de LB suplementadas con el antibiótico para el que codifica resistencia
el plásmido objeto de estudio (ensayo de 48 horas) e incubar a 3700. Sembrar placas y tubos de
LB sin antibiótico e incubarlos durante 24 horas en las condiciones ya citadas en el apartado
precedente.
2.2.15.6.- Realizar 100 réplicas, a partir de las placas de LB sembradas el día anterior, en
placas de LB suplementadas con el antibiótico correspondiente (ensayo 72 horas).
La estabilidad de los plásmidos se estimé calculando el porcentaje de colonias que habían
crecido en medio selectivo en cada uno de los ensayos.
2.2.16.- Ensayos de incompatibilidad.
Con este ensayo se pretendia analizar la pertenencia o no de dos plásmidos a un mismo
grupo de incompatibilidad.
2.2A6.1.- Transformar E. cvii con uno de los piésmidos.
2.2.16.2.- Introducir, mediante transformación, el segundo plásmido seleccionando con el
antibiótico para el que éste codifica resistencia.
2.2.16.3.-Para comprobar si se ha producido o no el desplazamiento de alguno de los
plásmidos por incompatibilidad, cultivar las colonias aisladas (100 como mínimo> en LB agar con
los antibióticos necesarios para seleccionar ambos plásmidos y determinar el porcentaje de
colonias que crecen.
2.2.16.4.- Si se obtiene un porcentaje de crecimiento superior al 0% se procede de la
siguiente manera: se cultiva una de las colonias en un matraz de 25 ml de LB durante 25
generaciones y se siembra en LB agar distintas diluciones para obtener colonias aisladas. Se
resiembran al menos 100 colonias en dos placas de LB agar, cada una suplementada con uno de
los dos antibióticos. Se calcule tanto el porcentaje de colonias que crecen en ambas placas como
de las que crecen en alguna o ninguna de ellas. De aquellas colonias que crezcan en ambas
placas se hace extracción de DNA para comprobar la presencia de los dos plésmidos.
2.2.17- Citometrla de flujo.
Se llevaron a cabo estudios de citometría de flujo empleando la técnica del FDG.
Esta técnica emplea un sustrato fluorescente de la B-galactosidasa, la fluorescein-di-13-D-
galactopiranósido (FDG), que en presencia de este enzima origina fluoresceína cuya emisión es
detectada mediante Citometria de Flujo. Esta emisión es directamente proporcional a la cantidad
de enzima presente en la célula y, por tanto, a la expresión del gen /acZ <Alvarez et eL, 1993>
2.2.17.1.- cultivar el microorganismo en LB a 37~C durante toda la noche y con agitación
moderada, para obtener un número de células similar a 2x109 céis/mí.
A
2.2.17.2.- Recoger 100 pl dei cultivo, aproximadamente 2x107 céis/mí.
2.2.17A3.- Centrifugar 1 minuto a 13.000 rpm y tirar el sobrenadante.
2.2.17.4.- Resuspender en 1,5 ml de H
20 destilada estéril.
2.2.17.5.- Repartir en alícuotas de 500 pl para dos ensayos paralelos:
- Control: Afladir SO pl de IP (loduro de propidio)
- Problema: Añadirlo pl de FDG y 50 pl de IP
2.2.17.6- Incubar a temperatura ambiente con agitación
mínimo.
2.2.173.- AnalIzar en citómetro de flujo FACScan (Eecton-Dickinson>
En esta técnica el IP se emplea para discriminar células muertas.
Solución de IP: 0,005% en I~l2O o en PBS
Solución de FDG:
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y en oscuridad 20 minutos como
FDG 1 mg/ml 1 % DM80 (dimetilsulfóxido>
1 % Etanol
98 % H20
2.2.18.- Amplificación de DNA por la técnica de P.G.R.
Para la amplificación del DNA se utilizó el método de la reacción en cadena de la polimerasa
<POR) empleando un termocictador Perkin Elmer Cetus modelo DNA Thermal Cycler.
Mezcla de reacción Volumen Concentración final
H20 destilada estéril osp 100 pl
MgCl22SmM 6~tl 2mM
Tampón II PORxIO lo pl IX
dGTPIOmM 2p1 0,2mM
dATP 10 mM 2 pi 0,2 mM
dTTP 10 mM 2W 02mM
dCTP1OmM 2W O2mM
Oligo d(T) 1 100 picomoles
Oligo d(~) 2 * 100 plcomoles
DNA molde e clpg/ 100 pi
* Según concentración del oligo
® Según concentración del DNA
2.2A8.1- Para evitar la evaporación se
mineral (Sigma Chemical Co.).
d<T)
molde
adicionó a la mezcla de reacción 50 pl de aceite
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2.2.18.2- Se introdujeron los eppendorf con la mezcla de reacción en los pocillos del
termociclador, agregando previamente a dichos pocillos unas gotas del mismo aceite mineral para
facilitar la transferencia del calor.
2.2.1&3- Se procedió a la desnaturalización del DNA molde por calentamiento a 970G durante
10 minutos.
2.2.18.4- Adición de 0.5 jal de Teq DNA polimerase 1 de concentración 2.5 U (100 pl
2.2.18.5- Ciclos de temperatura:
2.2.1 8.5.1 -- Fase de desnaturalización
Temperatura: 940C
Tiempo: 30 segundos
2.2.16.5.2.- Fase de alineamiento:
Temperatura : 500C (Depende de la temperatura de desnaturalización
de los oligos)
Tiempo : 60 segundos
2.2A8.5.3.- Fase de síntesis:
Temperatura: 720C
Tiempo’ : 60 segundos <Depende de la longitud del fragmento a
sintetizar)
Estas tres fases, que constituyen un ciclo se repitieron 30 veces.
2.2A LS.- Ciclo final
Se realizó un último ciclo con una fase de desnaturalización y de alineamiento idéntica a la
del apartado anterior pero con una fase de síntesis a 720C pero que duró 10 minutos con el fin de
rellenar zonas no sintetizadas en los anteriores ciclos,
2.2.18.7.- Por último se cargaron 5 jal de la reacción en un gel de agarosa para verificar que
se habla producido la amplificación.
2.2.19.- DetermInación de la resistencia al suero,
2.2.19.1.- cultivar el microorganismo en LE a 370C con agitación, para obtener un número de
células cercano a 2x108 células/ml.
2.2.10.2.- Recoger las células de 1 ml del cultivo anterior por centrifugación a 13,000 rpm
durante 1 minuto.
2.2.403.- Resuspender las células en Imí de PES. Repetir la operación dos veces.
2.2.1 9.4.- Preparar varias diluciones decimales de la suspensión celular en PES.
2.2.49.5.- Incubar a 37 ~C durante 1 hora cada una de las diluciones anteriores de la
suspensión celular con una cantidad determinada de suero humano normal e inactivado
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(desprovisto de complemento) . Para inactivar el suero, este es sometido previamente a un
calentamiento a 56 0C durante 30 minutos.
22.19.6.- Plaquear en LB agar.
22.19.7.- La sensibilidad al suero se calcula como la diferencia entre el logaritmo decimal del
y’’
número de unidades formadoras de colonias (CFU> obtenidas tras la incubación con suero
(‘‘A’’
inactivado y el logaritmo decimal de las obtenidas con suero normal (¡cg kilo. rA >4
Y”
2.2.20.- Absorción del suero con suspensiones bacterianas.
1<
44=
Se utilizó el método descrito por Catty y Raykundalia (1988). ¿¡1’3=’2.2.20.1.- Se recogen por centrifugación las células de un cultivo en fase logar[tmica que
‘>2 ‘>4>4<’contenga aproximadamente 10~ bacterias/ml.
2.2.20.2.- Se lavan las células con PES para eliminar restos del medio de cultivo y se recogen
por centrifugación.
2.220,3.- Se resuspenden en el suero problema hasta una concentración de 108 bacterias/ml
de suero y se incuban durante 1 hora a 37 0C con agitación suave.
2.2.20.4.- Se eliminan las bacterias del suero mediante filtración a través de un filtro de



































3.1.- Cartografiado del plásmído de virulencia de S. enteritidis.
3.1.1.- Análisis y detección de plásmidos.
Para la realización do este trabajo se escogió al azar una cepa de 3. enteñlld¡s, de entre las
suministradas por el instituto de Salud Carlos III’, con las condiciones de que albergasen un
plásmido do virulencia do tamaño representativo (60 kb) y hubieran sido aisladas de muestras
humanas durante un brote de gastroenlerilis,
La cepa escogida. 3. ontehlldis 82139, fue aislada en 1986 de una muestra de heces. El
plásmido de 60 kb de esta cepa se pudo detectar tanto por el método de Kado y Llu (1081> como
por oído Birbolm y Doly (1070) y se denomInO pFMO2I3Q.
3.1.2.- donación del plásmido pFM82139.
So comenzó por realizar un análisis de restricción del plásmido con las enzimas SamHl,
EcoRl. Hindlll. Xbal, Xtpoi y con las combinaciones .Safl-Xhol y XbalIXhoi, El objetivo fue
determinar con cuál de estas enzimas se podía obtener una serie de fragmentos que cumplieran
dos requisitos: tener la longitud suficiente como para poder ser introducidos en un vector de
donación de las características de paluescrlpt 5K <Stratagene) y sumar en conjunto un tamafio lo
más aproximado posible al estimado previamente para pFMB2ISO (Figuras S.l y 3.2>.
A la vista de los resultados del análisis electroforético de las muestras, ninguna de las
enzimas salis(acla por completo las dos premisas, si bien H¡ndlll era la que más se ajustaba a las
mismas. Los seis fragmentos H¡ndlll de aproximadamente 16, 12.4, 10.3, 3.7, 2.7 y 2 kb que de
y/su se detectaron en el gol de agarosa al 0.7% totalizaban un tamaño en torno a las 47 kb. Esto
significaba que faltaban alrededor de 12-lS kb para completar las 60 kb de las que constaba
pFMB2I 39.
So barajaron dos hipótesis que podían explicar este hecho. Una era la posible existencia de
múltiples y próximos puntos do corte H¡ndlll que originaran, tras la digestión del plásmido con
dicha enzima, fragmentos de DNA lo suficientemente pequeños como para no poder ser
detectados en geles de agarosa y que constituyeran las 12-13 kb que faltaban para completar las
60 kb. La otra, que fue la que pareció más verosímil, planteaba la existencia de dos o más
fragmentos H¡ncflil do igual tamaño y que por tanto no pudieran ser distinguidas como bandas
distintas en geles de agarosa de los porcentajes habituales. Preparando geles de un menor
porcentaje de agarosa (0.5%) y aplicando menores voltajes se conseguló el desdoblamiento de la
Segunda banda Hindlll. que anteriormente se había considerado como una banda sencilla de
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Una vez comprobado que estos siete fragmentos representaban la totalidad del plásmido
objeto de estudio y que poseían un tamaño adecuado para su donación, se procedió a su
donación en pEluescript 8K. Para ello se digirió pFM82139 con H/ndlll, se electroeluyó cada una
de las siete bandas que aparecieron en el gel de electroforesis y se ligaron a pBluescript 8K, <JA
previamente incubado con HJndlll, desfosfatizedo y electroeluido. Los productos de la ligación se
transformaron en E. coY DH5ct y los transformantes se seleccionaron en placas de LE-ampicilína.
Las construcciones resultantes correspondientes a cada uno de los fragmentos bilndlll, en orden
‘YA..’’
decreciente de tamaño, fueron denominadas: pMJOOI, pMJOO2B, pMJOO2A, pMJCOS, pMJOO4, 14]
<A
pMJOO5 y pMJOO6 (Figura 3.3).
Aunque ya se disponía de una genoteca aparentemente completa del plésmido de 8.
enter/tid¡s, pareció interesante la donación de algunos de los fragmentos de la digestión de dicho
piásmido con EcoRí, puesto que de esta forma se dispondría de ellos con una mayor facilidad en
posteriores estudios, habida cuenta de las dificultades de extracción de pFM82I 39. De los nueve
fragmentos EOoRi que se visualizaron en el gel, cuya suma de tamaños no equivalía al tamaño del
plésmido entero quizá por la existencia de bandas dobles , como en el caso de ¡-lJndlll ,o de
fragmentos muy pequeños, unicamente se donaron los correspondientes a las cinco bandas
mayores. El vector y el procedimiento de donación utilIzados fueron los ya citados anteriormente.
Estas nuevas construcciones fueron denominadas <entre paréntesis se específica el tamaño de tos
insertos EcoRl): pFMOOS (13 kb), pFMOO4 (10 kb), pFMOOB <5.5 kb), pFMO24 (4.2 kb) y pFMO2O
(2.3 kb).
3.1.3.- Verificación del origen de las construcciones pMJ y pFM.
Para comprobar que tanto los fragmentos Hkidill como EcoRí donados en pBluescript 8K
tenían un origen plasmidico y no cromosómico o de otra índole, se llevó a cabo un experimento de
hibridación no radiactiva mediante la técnica de Southern utilizando como sonda los distintos
fragmentos Hindill y EooRl obtenidos de cada uno de los clones. Dichas sondas fueron marcadas
con digoxigenina y enfrentadas a pFM82139 digerido con las enzimas empleadas en la donación,
así como a los propios clones cortados con las mismas enzimas como control positivo y al DNA
del fago lambda cortado con HIndílí como control negativo. En todos los casos se produjo la
hibridación de cada uno de los fragmentos Hindill y EcoRl obtenidos de las diferentes
construcciones, consigo mismo y con la banda de pFMB2I3O de la que provenían, verificéndose
de esta manera su origen piasmídico (Figuras 3.2, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 y 3.12)
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pMJOOI pMJOO5 pMJOO6 pMJOO2E pMJOOS
Figura 3.3.- A. Mapa de restricción del plásmido pFMB21S9 y sus fragmentos
donados en pBluescript SK. Puntos de restricción: B,BamHl
E, EcoRi; O, BgIil; H, Hindlil; s, Sa/í; X, Xhol y Xb, Xbal.
B. Esquema de los solapamientos realizados para el cartografiado
de pFM82139.











3.1.4.- Cartografiado de los clones pMJ y pFM,
ParaltJlflITlOntO se llevó a cabo el cartografiado de los siete fragmentos Hindlll de pFM82139 y
de los insertos EcORI de los cinco clones pFM, con el fin de que los datos combinados permitieran
la ordenación y orientación de los distintos fragmentos Hlndlll.
Para ello se digirió cada uno de los clones pMJ y pFM con una serie de enzimas que no
cortaran el vector pflluescript 8K o que lo hicieran en un único punto, y que tampoco fragmentaran
de forma excesiva los insertos Hindlll y EcoRl, con el fin de facilitar su localización en cada uno
de los mismos y no complicar excesivamente el estudio. Se tuvo también en cuenta a la hora de la
elección de las enzimas, las empleadas por otros autores en el cartografiado de los plásmídos de
virulencia de los distintos serovares de Selrnonel/e, ya que esto podía ser de gran utilidad en la
realización de estudios comparativos de los perliles de restricción de los mismos,
Las enzimas empleadas en el análisis de restricción fueron: BamHl, flgili, EcoRl, Hindlli, Safl,
Xbal y XI¡oi. Dichas enzimas fueron utilizadas independientemente y en parejas, con el fin de
situar de forma precisa sus puntos de corte en cada uno de los fragmentos. En los casos en que
esto no fue posible se recurrió a la combinación de las anteriores enzimas con otras de similares
características en cuanto a puntos de corte en el vector de donación y en los insertos, tales como
Sinaí, Kpnl, Pstl, del, Bg/t. EcoRV, Sed, Sael y Apal (FIgura 33).
Como el cartografiado del clon pMJOO2E fue más complejo, y requirió la utilIzación de
procedimientos adicionales, se describirá en otro apartado.
3.1,5.- CartografIado de la construcción pMJOO2B.
El estudio del clon pMJOO2B fue más complejo puesto que al someterlo a digestión con
EcoRí aparecieron cinco bandas de 5.7, 3.4, 2.3. 2.1, 1.3, y 1 .2 kb, lo cual indicaba que dentro del A
fragmento Hindlll que contenía ose clon existían cuatro puntos de corte para EcoRl. Las enzimas
utilizadas en el cartografiado del resto de los fragmentos Hindlil no cortaban, a excepción do Sa/í,
pero esta enzima no fue de gran ayuda puesto que además de cortar en tres puntos el inserto
Hindlll cíe 12.0 kb, lo hacia unicamente dentro del mismo fragmento EooRl de 5.7 kb. Las demás
enzimas tampoco fueron útiles en un primer momento por lo que para empezar a situar alguno de
los fragmentos EcoRl hubo de recurrir a otros procedimientos que a continuacIón se detallan.
3.1.5,1.- DIgestión con Ba131,
La nucleasa Ba/31 tiene tina elevada actividad sobre DNA de cadena sencilla pero también
posee una potente actividad exonucleásica sobre DNA de cadena doble. La digestión de DNA
lineal de doble cadena con esta nucleasa produce fragmentos de menor tamaño debido a la
degradación de ambas cadenas en los dos extremos. La posterior digestión de los fragmentos
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producidos con una endonucleasa de restricción y su análisis electroforético permite el rápido
establecimiento del orden de los fragmentos producidos por dicha endonucleasa de restricción
puesto que Ja migración de los mismos ya no será igual a la de los fragmentos no sujetos a la
acción exonucleásica.
En primer lugar se linearizó el clon pMJOO2E con una enzima que tuviera un punto único de corte
en un lugar conocido, concretamente en el polylinker del vector de donación, para que 2a131
pudiera actuar. Se eligió BamHl. Tras linearizar el clon, se digirió durante 45 minutos con Ba/31,
puesto que se comprobó que era el tiempo de incubación más conveniente. Después se sometió a
restricción con EcoRí para ver cuáles eran las bandas que disminuían de tamaño con respecto al
patrón obtenido al cortar pMJOO2E con dicha enzima. Se observó que la única banda que
disminuía de tamaño era de 1.3 kb lo cual indicaba que estaba en un extremo del fragmento
Hindílí de pMJOO2B y que era contigua a la banda de 3.4 kb que contenía al vector de donación y
por tanto al punto de corte de Xbel (Figura 3.13).
La realización de un experimento de hibridación utlizando como sondas los fragmentos EcaR!
de 1.3 kb frente a una restriccióncon EcoRl del plásmido pFM82139, sirvió para confirmar este
resultado. En dicha hibridación se observó como la sonda de 1.3 kb hibridaba con un fragmento
EooRl de mayor tamaño, lo cual significaba que no constituía un fragmento EooRl por sí sóla sino
que formaba parte de uno mayor, por lo que debía localizarse en un extremo de la banda H/ndllL
de pM.J0026. Por otro lado la banda de 1.2 kb hibridó con una banda EooRi de pFM82139 de su
mismo tamaño lo que indicaba que se trataba de una banda de localización interna dentro del
fragmento Hindlli de pMJOO2B (Figura 3.15>.
3.1.5.2.- Restricciones parciales.
La incubación del DNA con una endonucleasa de restricción durante breves, pero
progresivamente mayores, períodos de tiempo permhe obtener una serie de patrones de
restricción parcial cuyo estudio permite predecir el orden en el que estén situados los fragmentos a
que dicha endonucleasa de restricción da lugar. El mismo efecto se puede obtener empleando
diluciones sucesivas de la enzima con un mismo periodo de incubación.
Para situar los puntos de corte de EcoRí del fragmento )-ilndlll de pMJOO2B se recurrió a
incubar este clon con dicha endonucleasa durante distintos tiempos, 10, 20 y 30 minutos, y al
analizarLas electroforeticamente se observó la existencia de una banda de aproximadamente 8 kb
cuya intensidad disminuía conforme aumentaba el tiempo de incubación. Esto era señal
inequívoca de que se trataba de un fragmento producto de una restricción parcial, y que
correspondía a la suma de las bandas de 5.7 kb y de 2.3 kb, de lo cual se podía deducir que eran
contiguas. Aparecía también una banda de un tamaño cercano a las 5 kb, atribuible a la suma de
la de 3.4 kb y de la de 1.3 kb, dato que corroboraba el obtenido en el expeiimentO anterior





3.1.6.- Localización de los fragmentos HIndlll en pFM82I 39.
El siguiente objetivo fue el ordenamiento de los distintos fragmentos Hindlll ya cartografiados
de la misma forma en que se hallaban en pFM8213§. Para ello se recurrió a dos procedimientos
que se utilizaron de forma simultánea y que fueron
Estudio comparativo de mapas de restricción
Hibridaciones solaparites
- Por un lado se estudiaron los mapas de restricción de los clones pMJ y pFM (Figura 3.3)>
comparando las distancias entre los puntos de corte de las distintas endonucleasas de restricción
en las dos ciases de clones.
- Por otro lado se realizaron una serie de hibridaciones solapantes entre los fragmentos Hindílí
y los fragmentos EcoRl de los dos tipos de clones obtenidos <Figura 3.3). El principio de este
procedimiento era muy sencillo: cada fragmento EcoRí que tuviera un punto de corte /-ilndlll en su
interior hibridaría con das fragmentos H/ndlll, lo que Indicarla que dichos fragmentos Hindlll eran
contiguos. Lo mismo ocurriría con los fragmentos Hindlll que tuvieran un punto de corte EooRl en
su interior, Puesto que disponíamos de todos los fragmentos Hindlll que representaban pFM82ISO
y nuestro objetivo era su ordenación, emplearnos los fragmentos EcoRí como sondas. Así, los
siete clones pMJ, que contienen todos los fragmentos H¡ndlll de pFMO2I 39, se digirieron con
dicha enzima con el fin de separarlos del vector de donación paluescript 5K y se hibridaron con
sondas preparadas a partir de los insertos EcoRí de los clones pFM.
Se observó que el fragmento EcoRí de pFMOO3 hibridaba con los Insertos Hindlll de pMJOOI y
de pMJOO5 lo cual nos Indicaba que ambos fragmentos H¡ndlll eran contiguos <Figura 3.16>)
El fragmento EcoRí de pFMO24 hibridé con los fragmentos Hindlll correspondientes a pMJOOI
y pMJO04 <Figura 3.16» lo cual, junto al dato anterior, señalaba una ordenación pMJOO5-pMJOO1-
pMJOO4.
El Inserto EcoRí de pFMOO4 hibridó con los fragmentos Hindill de pMJOO4 y de pMJOO2A
(Figura 3.17), cori lo cual la secuencla de fragmentos N/ndlll era pMJOO5-pMJOOI-pMJOO4-
pMJOO2A.
Los fragmentos EcoRí de pFMOOB y pFMD2O no ofrecieron información en cuanto al
ordenamiento puesto que carecían de punto de corte H/ndlll en su interior. No obstante, se realizó
su hibridación frente a los clones pMJ con el objeto de localizarlos. Se observó que ambos




Restaban por situar 3 fragmentos Hindlll y no se disponía ya de más clones pFM de donde
obtener sondas EcoRl. La única posibilidad era la digestión de pFM82139 con EooRl, la
electroelución de las bandas EooRl que no habían sido utilizadas aún como sondas y su empleo
como tales. No obstante se descarté esta posibilidad por des razones. Por un lado las bandas
EcoRí que aparecían en el gel de agarosa y que restaban por emplear eran de muy pequeño
tamaño <2.1. 1.3 y 1.2 kb) y la probabilidad de que albergaran un punto J9indlll en su interior era
escasa. Por otro lado, como ya se comenté anteriormente, puesto que la suma de las bandas
EcoRí que se apreciaban en el gel de agarosa estaban lejos de alcanzar el tamaño total de
pFM82139 de 60 kb, era muy posible que existiera más de un banda doble lo cual hacía
demasiado dificultosa la donación de las mismas o su electroelución para emplearlas como
sondas. Por todo ello, para continuar situando los fragmentos HIndlJl mediante hibridaciones
solapantes hubo que recurrir a otro tipo de sondas y se eligieron los fragmentos BarnHl. La
digestión de pFM82139 con BemHl da lugar a 4 fragmentos de tamaño bastante grande <Figura
3.2) y cuya suma alcanza las 60 kb de pFM82139. Puesto que por el estudio de los mapas de
restricción de los fragmentos Hindlli que ya se tenían situados se sabía que las dos bandas Bami-il
menores se encontraban incluidas dentro de los mismos, se electoeluyeron unicamente las dos
bandas mayores obtenidas. Se marcaron con digoxigenina y se enfrentaron a los fragmentos
Hindlll de cada uno de los clones pMJ. Dichas hibridaciones arrojaron nueva información. En una
de ellas la segunda banda BamHl, de aproximadamente 12 kb, hibridé con las bandas J-#ndlli
donadas en pMJOO2A y pMJOO3 <Figura 3.18). Esto indicaba que el fragmento Hindlll contiguo a
pMJOO2A era pMJOO3, dando lugar a la ordenación: pMJOOS-pMJOOI-pMJOO4-pMJOO2A-pMJOO3.
En la otra, la banda mayor BemHl de pFM82139 de unas 35 Kb, hibridó con Los fragmentos
Hindlli de pMJOO3, pMJOO2E, pMJOO6 y pMJOOS (Figura 3.19>. De esta forma se cerraba el circulo
que constituían los fragmentos HinálIl en pFM82139 puesto que esta banda grande BamHl
hibridaba con los fragmentos H¡ndllI que se encontraban en los extremos de la ordenación
obtenida hasta el momento, es decir los correspondientes a pMJOO5 ya pMJOO3.
No obstante, quedaban aún por situar los fragmentos H/ndill incluidos en pMJOO6 y en
pMJOO2B. Se sabía que estaban entre pMJOO5 y entre pMJOO3, pero no su posición relativa Para
localizarlos fue necesario recurrir al estudio comparativo entre los fragmentos producidos por la
digestión de pFM82139 con las distintas endonucleasas empleadas en el cartografiado y los
fragmentos que se obtendrían al utilizar esas mismas enzimas sobre la ordenación de los distintos
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fragmentos H¡ndlll predicha por nosotros. Pero para realizar esta comparación era imprescindible
conocer la orientación relativa adoptada por cada uno de los fragmentos HinólIl ya ordenados
3.1.7.- Orientación relativa de los fragmentas HincilIl correspondientes a los
clones pMJOO5, pMJOOI, pMJOO4, pMJOO2A y pMJOO3.
Una vez ordenados estos cinco fragmentos HincilIl se procedió, como hemos dicho, a la
orientación relativa de los mismos. Para lograr esto se estudiaron los tamaños de Jos fragmentos
obtenidos al digerir el plésmido con las endonucleasas de restricción empleadas en su
cartografiado: SamHl, Bglll, EooRl, Salí, Xbal y Xhol y se compararon con los fragmentos que se
obtendrían al digerir los distintos clones pMJ, ordenados de la forma ya citada, en las dos
orientaciones posibles, De esta forma se disponía ya de cinco fragmentos Hindlli ordenados y
orientados y se podía afrontar la colocación de los otros dos fragmentos Hindílí restantes
correspondientes a pMJOO6 y a pMJOO2B.
3.1.8.- Ordenación de pMJOO6 y pMJOO2B.
Para situarlos se emplearon dos procedimientos. Por un lado se procedió a efectuar el
estudio comparativo entre patrones de restricción ya comentado. Así se realizó un estudio del
tamaño de los fragmentos obtenidos al digerir el plásrnido pFM82ISG con las endonucleasas de
restricción EooRl y Salí por separado. Al comparar dichos tamaños con los que se obtendrían
empleando las mismas enzimas sobre la ordenación de fragmentos HincIlll ya colocados y
orientados y sobre los dos fragmentos HinólIl correspondientes a pMJOO2E y a pMJOO6 <en las dos
posiciones y orientaciones posibles), se llegó a la conclusión de que contiguo a pMJOO3 se
encontraba situado pMJOO2B y a continuación pMJOO6. De esta forma no sólo se consiguió situar
los dos fragmentos sino también conocer la orientación relativa del fragmento Hindílí de prvlJOO2B
La orientación del fragmento Hlndlll correspondiente a pMJOO6 no se consiguió ya que la
única enzima de las empleadas en el cartografiado que corta en su interior, que es Salí, lo dividía
practicamente en dos partes iguales.
Otro experImento que se efectuó de forma paralela para confirmar este ordenamiento fue un
ensayo de hibridación. Se utilizó como sonda el fragmento extremo de 1.3 kb EooRl de pMJOO2B,
que debía formar parte de un fragmento EcoRí mayor, y se enfrentó al DNA de pFM82139 digerido
con ECORI. Dicha sonda hibridó con una banda EooRl de aproximadamente 5.7 kb que sabíamos
que era doble (Figura 3.15). Uno de los fragmentos SaRI que formaba parte de esa doble banda
constituía el clon pFMOO8, que por hibridación y análisis por restricción sabíamos que estaba
situada dentro del clon pMJOO2B. Dicha banda de 1.3 kb no hibridé, como era lógico esperar, con
la banda EooRl de 5,7 kb correspondiente a pFMOO8 La hibridación del fragmento SaRI de 1.3 kb
con la banda EooRi de 5.7 kb solamente se podía explicar, teniendo en cuenta los fragmentos
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EooRl a los que daba lugar pFM82139, si entre pMJOO2B y pMJOOS se encontraba pMJOO6. Otro
experimento de hibridación que confirmó este resultado fue que el fragmento Hind[li de 2 kb
correspondiente a pMJOO6 hibridé con la misma banda EcoRl de 5.7 kb (Figura 3.20>.
De esta forma se estableció que la secuencia final de fragmentos era: pMJOO5-pMJOO1-
pMJOO4-pMJOO2A-pMJOO3-pMJOO2E-pMJOO6,
3.1.9.- Orientación del fragmento HincIlil de pMJOO6.
La orientación del fragmento Hindílí del clon pMJOO2B ya se habla conseguido anteriormente
a la vez que se había logrado su colocación.
La orientación del fragmento de 2 kb Hindílí correspondiente al clon pMJOO6 fue más
problemática puesto que, como ya se comenté anteriormente, la única enzima de las empleadas
en el cartografiado que tenía punto de corte en su interior, Salí, Jo dividía practicamente en dos
partes iguales. Esto hacia imposible su orientación basándonos unicamente en la comparación de
los tamaños de los siete fragmentos Salí de pFM82139 con los fragmentos Sa/í que obtendriamos
tras la ordenación de los restantes clones pMJ. Es por ello que hubo que recurrir a la realización
de un ensayo de hibridación utilizando como sondas dos fragmentos de dicho Inserto obtenidos a
cada lado del punto Salí y después de enfrentarias a pFM82139 digerido con Satl ver cuál de ellas
hibridaba con el fragmento Sa/l de aproximadamente 7.5 kb, que contenía el fragmento completo
H!ndlll de pMJOO5 y parte del de pMJOO1, y cuál con el de aproximadamente 8 kb, que englobaba
practicamente la mitad del fragmento Hindlll de pMJOO2B, que eran los dos fragmentos Safl que
compartía pMJOO6.Fue de gran utilidad para poder obtener dichas sondas la existencia de un
punto de corte Clal dentro del fragmento H¡ndlll de pMJOO6. Así, una de ellas estaba constituida
por el fragmento Salí-del y medía 550 pb y la otra por el fragmento Seli-tlindlll que cubría la
mitad del inserto, de aproximadamente 1 kb. Se comprobó que la sonda que hibridaba con el
fragmento de 7.5 kb era la constituida por el fragmento Sall-Clal y la que hibridaba con el
fragmento de 8 kb era la sonda Sell-Hindlil de lo que se dedujo que el extremo del fragmento
HtncIlll de 2 kb contiguo a pMJOO5 era el que poseía el punto de corte O/al <Figura 3.21>.
El hecho de que el fragmento Sell-Clal hibridara con una banda Sa~ de pFMSOI idéntica en
tamaño a la de pFM82139 y que el fragmento Sall-Xbal lo hiciera con una mayor se interpretará
en el siguiente apartado.
El mapa de restricción definitivo de pFMS2I 39 se detalla en las figuras 3.3 y 3.22.
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3.2.- Homología con el plásmído de virulencia de S. typhimurium.
Una vez realizado el cartografiado completo del plásmido pFM82139 de 6. enteritidft se
planteó el objetivo de estudiar la homología existente entre dicho piásmido y el plásmido de
virulencia de 91 kb de 8. typhirnuriurn cuyo mapa de restricción había sido publicado (Tinge y
Curtiss 1900a).
Para ello se recurrió a la realización de ensayos de hibridación entre los fragmentos Hindil
de pFMB2I3G y los fragmentos Hindlli del plásmido de virulencia des, typhimwium. Previamente
se compararon los tamaños de los fragmentos Hindílí de pFM5O1, obtenido de nuestra cepa de 5
typl)lflltIflLflfl JR5OI, con los publicados por otros autores para el plásmido de virulencia pStSRlOO
originario de otra cepa de 8. typluimurlurn JR5OI. Se comprobó que el patrón de restricció
obtenido con Hindili en nuestro plásmido era indistinguible del publicado para pStSRlOO (Tinge
Curtlss, 1990a).
Para realizar este estudio se prepararon una serie de sondas a partir de los fragmentos Hindli
de pFM82139 donados en pBluescrlpt 8K <pMJ>, de los que ya se tenía certeza de su orige
plasmidico, y se enfrentaron al DNA del plásmido de virulencia pFM5OI de la cepa de 5
typliirnurlwn JR5OI digerido con Hlndill, poniendo en cada caso como control positivo el DNA de
correspondiente clon pMJ digerido con dicha enzima (Figuras 3.8, 3.9, 3,10, 3.11 y 3.12).
Los fragmentos HIncIill correspondientes a los clones pMJOOI, pMJOO2A y pMJOO4 hibridare
con bandas Hindlil de pFMSO1 de idéntico tamaño. Curiosamente, los Insertos H¡ndlli de esto
cuatro clones son contiguos en el mapa de pFM82139 lo cual indicaba una gran conservación d
la secuencie en esta zona de los plásmidos de ambos serovares. No obstante, comparando lo
mapas de restricción de estos fragmentos H/ndill de pFM82139 con los de los fragmento
homólogos de pFMSOI se observaron algunas diferencias en los mismos en cuanto a aparición
desaparición de puntos de corte de las distintas enzimas utilizadas. El fragmento H(ndill de 2.7 k
correspondiente a pMJOO5 hibridó con un fragmento HIncIlll del plésmido de Qlkb de un tamañ
200 pb menor lo que en principio interpretamos como una posible inserción de DNA en esa zona
de pFM821 39. A fin de ver dónde se habla producido la presunta Inserción se estudiaron los
puntos de corte de otras enzimas no empleadas en el cartografiado del fragmento HIndílí de
pMJOO5 y se compararon con los correspondientes puntos de corte para esas enzimas en la zona
homóloga del plásmido de 8. typlllfllLJriLIfll. Se observó que lo que se suponía una inserción no era
más que la desaparición en pFMB2I3O de un punto de corte H/ndili. que en el plásmido de 91 Kb
daba lugar a una banda de 200 pb y que en pFM62139 hizo aumentar el fragmento Hindill
correspondiente a pMJOO5 en 200 pb. Posteriormente se analizó por restricción el clon pFMOO
que comprendía esta zona extrema de pMJOO5, y se confirmé la desaparición del punto de corte
Hindlll. Puesto que el patrón de restricción del inserto H¡ndlli de pMJOO5 era muy similar (con la
excepción de la desaparición del punto de corte Hlndlli y de otro EooR\O a la de la zona homóloga
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de pFMSOI. podíamos suponer que la conservación de la secuencia entre ambos plásmidos de
virulencia se mantenía hasta esta zona.
Cada tino de los fragmentos Hindiil de pFM82139 correspondientes a los clones pMJOO2B y
pMJOOG. también contiguos, hibridaron con sendos fragmentos fl¡ndili de mayor tamaño de
pEMBOl, lo qtie indicaba la existencia de una posible deleción en esta zona del piásmido de
virulencia de 8. antoritidis, deleción ya apuntada por Montenegro st al. (1991) y que daba cuenta
de las 30 It de diferencia entre ambos plásmidos. El hecho comentado en el apartado anterior de
la hibridación de DNA proveniente del fragmento Hindiil-Sa/l de pMJOO6 contiguo a pMJOOS con
bandas Sa/1 de pFMSOI y pFMS2I3O de idéntico tamaño y de la hibridación de DNA del otro
extremo con tina banda Sa/í de pFM5OI de gran tamaño y con otra menor de pFM82139
delimitaba aun más la extensión de dicha deleclón puesto que se podía aseverar que la región
más conservada de pFMB2I3Q con respecto a pFMSOI llegaba hasta el punto de corte Salí del
fragmento H/no’lIl de pMJOOO e incluía los fragmentos Hindiii vecinos a este correspondientes a
pMJOO5, pMJOO1, pMJOO4 y pMJOO2A.
El Inserto Hlndlii de pMJOO3 híbridó con dos fragmentos H/ndlll de menor tamaño del
plásmido de S. typhimurlwn JR5OI cuya suma era igual a la del fragmento de pFM82139. Al
analizar los mapas de restricción de ambas zonas fue fácil deducir que lo que habla ocurrido era la
desaparición de un punto de corte HIndlii en pFMS2IS9 y aunque se encontré una mayor
diferencia en el patrón de restricción de ambas zonas que el encontrado en el caso de pMJOO5 y
su fragmento homólogo, se consideró que se podía incluir este fragmento HinólIl dentro de los
pertenecientes a la zona más conservada de pFMB2I3Q (Figura 3.22).
3.3.- LocalIzación de algunas genes Implicadas en la virulencia de S
typhlmurlum y S. onterltldls
Se planteó a continuación la localización de una serie de genes piasmidicos que habían sido
Implicados en la virulencia de otros serovares de Se/monel/a y que, excepto en uno de los casos
(rok), no habla sido notificada su presencia o ausencia en el plásmido de virulencia de 3.
enteritlcI/s. Para llevar a cabo este análisis se utilizó la amplificación por la técnica de la reacción
en cadena de la polimerasa (POR> a partir de DNA de pFMB2I3O, la cual permitiría detectar
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Figura 3.22.- Mapas de restricción de los plásmídos pFM5OI <1) y pFM82I 39 (2) que muestran los
fragmentos HIndiil. Los números entre paréntesis Indican el peso molecular de los fragmentos en
kb; los rectángulos situados sobre el mapa del plásmido de & typhtmur/um representan las reglones
no homólogas contenidas en esos fragmentos, pero no su localización exacta. (3> Mapa detallado
de los fragmentos A (pMJOO6), a <pMJOO2B), O <pMJOO3) y O <pMJDOS) del plásmido de 5.
enterltldis. Los fragmentos D, E y F de pFM82ISG corresponden a los clones pMJOO2A, pMJOO4 y
pMJOOI respectivamente. El rectángulo sombreado situado bajo el fragmento O señala la
homología con la sonde rok (como se explicará más adelante). Los puntos de corte de las distintas
endonucleasas de restricción empleadas se indican con las letras: B, BamHi; Bg, Bg/li; O, O/el; E,
EcoRí; K, Kpni: E’, Psti; Pv, Fvuil; S, SeA; Sm, .Smai; X, Xhol; Xb, Xbal.
Se diseñaron en primer lugar una serie de oilgonucleótidos basados en las secuencias ya
publicadas de estos genes. Para cada gen se eligió una pareja de oiigonucleótidos que
comprendiera un fragmento de DNA lo suficientemente grande como para poder ser detectado sin
dificultad en un gel de agarosa. Se estudió en cada caso la temperatura de desnaturalización más









con el deducido al estudiar la secuencia publicada de rok (Figura 3.23). El hecho de lineatizar el
DNA que va a actuar como molde facilita la reacción de polimerización en cadena. Para
comprobar en qué lugar de pFM82139 se encontraba localizada esa región homóloga a rok se
llevó a cabo una hibddación DNA-DNA. Se preparó una sonda constituida por el fragmento de 400
pb amplificado a partir de pFM5O1 empleando los oligonucleátidos anteriormente reseñados. El
utilizar como molde DNA de pFMSOI para la obtención de la sonda, en lugar de DNA de
pFM82139, aseguraba que ésta se hallaba constituida única y exciusivamente por el gen rok.
Dicha sonda se enfrenté a los distintos clones pMJ digeridos con J-lindlll. Se compfobó que
hibridaba con el fragmento H¡ndlli correspondiente a pMJOO3 además de con el fragmento H/ndiil
homólogo del plásmido pFMB0I de S typlilmur¡um, lo cual corroboraba la localización del gen rok
en este último plásmido descrita por otros autores <Figura 3.24>. Para delimitar aún más la zona de
dicho fragmento en que se encontraba rok se digirió el clon pMJOO3 con las enzimas de
restricción BaniHl y Smai, que dividían el clon en cinco fracciones claramente distinguibles, y se
enfrenté a la misma sonda del experimento anterior. Se observá la hibridación de dicha sonda con
un fragmento BamHl/Smai de 2.1 kb <Figura 3.25) lo que sirvió para situarlo en el mapa de
pFM82139 de una forma más precisa.
3.3.2.- Detección del gen traT.
El siguiente gen objeto de estudio fue el gen Ira?. Este gen que forma parte del operón de
transferencia de los plásmidos del tipo F y que codifica para una lipoproteina, solamente ha sido
descrito en el plésmido de virulencia de S. typhfniur/um <Rhen et aL, 1988) y parece ser que le
confiere cierta resistencia al suero,
Para detectar Ira?’, cuya secuencie también habla sido publicada en 8. typhimudLlm por






De la misma manera que en el caso anterior se utilizó como DNA molde tanto DNA de
pFM82139 como DNA de pFM5OI (como control positivo) ambos linearizados con Xbal. No se
pudo detectar amplificación utilizando los oligonucleótldos correspondientes al locus trar en el
caso de pFM821 39 aunque si en el de pFM5O1. El tamaño de la banda amplificada en esle último
caso era acorde con el del fragmento de DNA de la secuencia de traT publicada que abarcaban
los dos oilgonucieótidos diseñados (Figura 3.23).
Para descartar totalmente la presencia de fra? en el plásmido de virulencia de 8. enterttidis,
se realizó un experimento de hibridación empleando como sonde el fragmento amplificado a partir
del DNA de pFMSOI con estos oligonucleátidos, de 590 pb, y enfrentándolo tanto a los clones pMJ
digeridos con HinólIl como al plásmído pFM82139 digerido con la misma enzima. No se detectó
hibridación en ninguno de los casos <Figura 3.24). Por otra parte se verificó que la sonda utilizada
correspondía a la secuencia seleccionada del gen traT puesto que se comprobó la hibridación de
dicha sonde con la banda mayor Hindili, de aproximadamente 35 kb de pFM5OI, lugar en que
otros autores situan dicho gen (Figura 3.26).
3.3.3.- Detección de vagC/vagD.
Finalmente nos pareció interesante estudiar la posible localización de un lacte que
unícamente había sido descrito en 3. dublin por Pullinger y Lax <1992), el baus vagc/vagD,
responsable del control de la división celular bajo ciertas condiciones de escasez de nutílentes.
Los oligonucleátidos diseñados para vego/vauD, a partir de la secuencia publicada en 3.
dublin por estos mismos autores, fueron:
5’-GAGGGGGTGAGCGAGC-3’ (del ORF 1 o vagO)
5’-CAOCGCTTOCGACTGC-3 (del ORF 20 vagO)
Los cebadores correspondientes al baus vagC/vagD amplificaron varias bandas,
aparentemente inespecíficas, tanto al utilizar como molde DNA de pFM82I 39 linearizado con Xbal
como de pFM5OI linearizado con la misma enzima, ninguna de las cuales era del tamaño
esperado para este baus <Figura.3.23). Se podía por tanto afirmar que este locus se hallaba
ausente tanto en el plásmido de virulencia deS. typh/murium como en el de Senteritidls.
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3.4.- ResIstencia al suero.
Como ya se comentó en la introducción, la resistencia a la acción lítica del complemento.
comunmente conocida como resistencia al suero, es uno de los factores de viruLencia de
Sa/mono/la atribuido en parte a la posesión del piésmido.
Dado que de los dos genes del plásmido de virulencia de 8. typhimurium descritos en la
literatura como Implicados en la resistencia al suero, traTyrok, únicamente éste se encontraba en
el de .5. enterftki/s, pareció interesante comprobar su posible funcionaildad.
Como demostramos anteriormente, el gen rok se hallaba situado en e} fragmento Hindlil del
clon pMJOOS, concretamente en el fragmento BaniHl-Smal de 2.1 kb.
Analizamos en primer lugar la capacidad dei clon pMJOO3 de conferir resistencia al suero a la
cepa de E. coil DH&x empleando como control negativo el propio vector de donación paluescript
8K. El suero utilizado en este y en los demás ensayos provenia de la mezcla de 10 muestras
distintas de suero humano En un primer ensayo, realizado como se detalla en el apartado de
Métodos, se incubaron cinco diluciones decimales de las suspensiones celulares en presencia de
un 50% de suero humano normal e Inactivado. En presencia de suero humano normal no se
observó crecimiento alguno, en ninguna de las diluciones, ni de la cepa que contenía pMJOO3 ni
de la que portaba el control. Por ello, en un segundo ensayo, se redujo la concentración de suero
hasta un 10%. Los resultados se muestran en la Tabla 31.
¡ psluescrlpt 8K pMJDO3
3,58
1
log ki// ¡ 3.55 — ~~~~~~•1
Tabla 3.1.- Efecto de los plásmidos pMJOO3 y pBluesoript 8K en la resistencia al suero de E.
cvii DHSa.. Los valores representan el log 1<111 (ver Métodos> de cada cepa en presencia de un
10% de suero humano.
Esta diferencia inapreciable entre ambos log */// reflejaba un comportamiento similar de las
cepas portadoras de ambos plásmidos frente al suero,
Con el objeto de discernir si el gen rok del plésmido pFM82ISO únicamente ejercía su efecto
frente a la vía alternativa del complemento, se eliminaron del suero humano utilzado los posibles
anticuerpos frente a E. coil que pudiera haber, sometiéndolo al tratamiento que se detalia en la
sección de Métodos. Los resultados obtenidos, después de realizar un experimento en las mismas
condiciones, fueron de la misma magnitud que en el caso anterior.
Todo ello llevó a la conclusión de que el gen rok de 8. enteritidi-s no era funcional al menos en
E. oo/i.
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3.5,- Estudio de las reglones implicadas en replicación, mantenimiento e
incompatibilidad do pFM82I 39.
3.5.1.- Estudio de los mecanismos de replicación del plásmido pFM82I 39.
Dentro do los genes relacionados con en el mantenimiento del plásmido desempeñan una
función esencial aquellos implicados directamente en la rephoacián del mismo. En 8. typjiimur¡am
han sido descritos dos regiones responsables de la replicación del plásmido de virulencia: repB,
que presenta tina débil hibridación con plésmidos pertenecientes al grupo de incompatibilidad
moFlí. y repc. que muestra una débil hibridación con plésmídos pertenecientes al grupo IneFí
(tinge y Curtlss, 1990a). Estas mismas regiones han sido detectadas por hibridación, aunque no
estudiadas, en el serovar Enteritidis. Se planteé la caracterización de las mismas tanto desde un
punto de vista estructural como funcional. Para ello, se procedió en primer lugar a su donación,
posteriormente e su secuenciación y finalmente se realizaron una serie de estudies relacionados
con su estabilidad.
3.5.1.1.- donacIón de las reglones de replicacián de pPM82I 39.
Para la donación de las regiones de replicaclón del plásmido pFMB2IS9 de S,enteritidis se
partió de la localización que de las mismas hablan hecho otros autores en el plásmido de 8.
fyphlmurtum. tomando como referencia los mapas de restricción de ambos plésmidos. El objetivo
era la obtención de unas construcciones cuya replicacién se debiera untoamente a la posesión de
dichos replicones y que tuvieran un marcador de selección adecuado.
3.5.1.1.1.. Clonación de repfl
Para abordar la donación do rapU se partió de los clones pMJOO2B y pM.J003, ya que por
analogia con el mapa de pFMSOI era muy probable que el replicón ocupare parte del fragmento
HÚ;dlli do 12.9 kb do pMJOO2B y parte del fragmento H¡’ndlll de 10.3 kb de pMJOO3 (Tinge y
Curtiss, lOGOn). Previamente se habla comprobado la existencia de un promotor y un ATG en la
zona terminal del inserto H’ndill de pMJOO2B contiguo al de pMJOO3, mediante fusión del
fragmento dc 400 pb EcoRl-H¡ndlll situado en el extremo de dicho Inserto con el gen leoZ del
vector de donación YEp357. A la vista de la situación de repB en el mapa del piésmido de
virulencia cíe 8. typhúnuriurn. era bastante probable que el citado promotor fuera el de dicho
replicón. Para demostrar la presencia del replicón se opté por construir un miniplésmido formado
únicamente por ci fragmento en que se suponla que contenTa ropB y un gen de resistencia a
antibióticos, y comprobar su autorreplicacién. Como fuente del marcador de resistencia a
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antibióticos se utilizó el vector de donación pBluzK, que contenía el gen de resistencia a
kanamlcina.
En primer lugar hubo de construirse un nuevo clon que englobara el replicón Repa completo.
Para ollo se digirió pMJOO2B con EooRl, se electroeluyó la banda de 3.4 kb y se religó. Esta
construcción contenía el vector pEtuescript 8K y un fragmento de tepE de aproximadamente 400
pb que teoricamonte constituía la parte inicial del gen. Posteriormente se linearizó con Hindití y se
ligó al inserto de 10.3 kb HincIlIl de pMJOO3, que contenía el resto del replicón. Como dicho
fragmento Hindilí de 10.3 kb podía haber entrado en las dos orientaciones posibles, se analizaron
una serie de clones por restricción con EcoRí, Sinaí, Sg/li y SamHl y se eligió uno de ellos que
presentaba la orientación correcta, es decir, la que correspondía al patrón de restricción de la zona
del plásmido de 3. typhftnu,rU,m que englobaba la región de replícación repS. A este clon se le
denominé pFMRepB.
Una vez que se dispuso de la región rapE completa, la siguiente etapa fue la eliminación del
replicón de tipo COIEl, que aportaba el vector de donación pBluescript 8K, con objeto de poder
detectar la funcionalidad del primero. Puesto que dadas las caracteristicas de pFMRepB, la
eliminación del replicón de tipo CoIEl significaba también la pérdida del marcador de resistencia a
l1.lactémicos fue necesario incorporar un nuevo marcador de selección.
En primer lugar se digirió pFMRepB con SamHl y se electroeluyó el fragmento de 2.8 kb, con
lo cual, además do eliminar por complete el vector paluescript 8K, se eliminé una gran parte del
inserto que teóricamente no formaba parte de rapE, Para dotar a dicho replicón de un marcadorde
selección, se ligó el fragmento BarnHl de 2,8 kb que lo contenía al vector pSluzK, previamente
digerido con BarnHl y convenientemente desfosfatizado, Este vector, además del gen que codífica
ll~lactarnasa y de un gen de resistencia a kanamicina, contiene el gen leoZ bajo un promotor del
operón ftp, que podía ser útil a la hora de valorar el número de copias del replicón mediante
técnicas de cilofluorirnetria. Se obtuvieron dos construcciones, denominadas pEluzKRB y
pBluzKRB2, correspondientes a las dos orientaciones posibles en que podía entrar el fragmento
SarnHl de 2.8 1W. El siguiente objetivo fue la eliminación del replicón de tipo CoIEl por la misma
razón que se explicó anteriormente, Para ello se digirió cada una de las construcciones anteriores
con las enzimas Salt y Xbal y se electroeluyó la banda de aproximadamente 8.2 kb que contenía
el replicón RepB, el gen de resistencia a kanamlcina y el gen leoZ. Para poder circularizar este
fragmento se utilizó una zona de 63 pb de extremos Sell-Xbel obtenida del sitio de donación
múltiple del vector pBluescript 8K. Corno no era posible la electroelución de un fragmento tan
pequeño, los productos obtenidos de la digestión con dichas enzimas del vector pBluescript 8K se
ligaron al fragmento dc 8.2 kb. Las construcciones posibles a las que podía dar lugardicha ligación
eran dos: una que poseyera únicamente el fragmento de 8.2 kb círcularizado gracias al fragmento
del ‘sitio de donación múltiple0 insertado, que era la que se perseguía y otra que tuviera insertado
dicho fragmento de 8.2 kb dentro del vector pEluescrlpt. Los transformantes de E. col DH5~ se
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seleccionaron en placas de LB’kanamicina, y con el objeto de seleccionar aquellos que tuvieran la
construcción que se buscaba se realizaron réplicas de las colonias obtenidas en placas de LB-Km
y en placas de LB-Ap. Aquellas réplicas que crecieran en presencia de kanamicina y no ¡o hicieran
en presencia de ampicilina eran las que contenian la construcción correcta, que además del gen
de resistencia a kanamlcina y del gen leoZ era capaz de autorreplicarse gracias a la actividad del
replicón RopA Posteriormente se extrajo el DNA de esas réplicas y al analizar su perfil de
restricción se comprobó que se tenían los dos tipos de construcciones, correspondientes a las dos
construcciones pBluzKRB de las que se habla partido, cada una con la región de replicación rapE
en distinta orientación. A una se la denominé pRepBK y a la otra pRepBK2. (Figuras 3.27 y 3.28)
3,5.1,1.2,- donacIón de topO
Para la donación do topO se siguió un ProcedImiento similar al de la donación de ¡‘cpB. Se
compararon los mapas de restricción de la zona del plásmido de 8. typhimudum que contenía
dicho replicón con la correspondiente de S. e¡neru¡aís, Como resultado de este estudio se supuso
que la región do replicación topO estaría localizada dentro del fragmento Hindilí correspondiente a
pMJOO2A (clon que a partir de ahora recibirá el nombre de pFMRepO puesto que contiene dicho
replicón>, concretamente entre los puntos de corte Sg/li y Salt. Para separar el fragmento de DNA
que contenía topO del vector pEluescripí 8K y del resto del fragmento Hlndlll de pFMRepC que no
tenía interés. se digirió dicho clon con las enzimas Sg/li y Salt y se electroeluyó la banda de 4.7 kb
que teoricarnente contenía el replicón.
Con objeto do proporcionarte un marcador de selección, se ligó dicha banda de 4.7 kb al
fragmento BeunHl-$ofl do 5.2 kb del vector pBluzK, fragmento que contenía los genes de
resistencia a krmnarnicina y leoZ, gen este último que, como se comenté anteriormente podía ser
útil en la valoración del número de coptas del replicón por citofiuortmetria. Se verificó que dicha
construcción. a la que se denominé corno pRepCK, era capaz de autorreplicarse en Ecoil DHSa
en presencin de kanamicina, Puesto que la ligación de los exiremos producidos por BemHi y Sg/li
hacia desaparecer el punto do corto para ambas enzimas y esto impedía asegurar que la
donación so había realizado de forma correcta, se comprobó que el perfil de restricción de la
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pRopCK 1022 kb L>~ 0.50 Kb
FIgura 3.28.- Mapa de restricción de los clones (A) pRepBK, indicándose la
extensión de pBRepBK’, (6) pRepBK2 y (C) pRepCK.









3.51.2.- Secuenciacién de los replicones RapE y Rapo.
A continuación se procedió a la secuenciación de ambas regiones de replicación. Los
resultados obtenidos se refieren a una sola cadena de DNA y están, por tanto, pendientes de la
comprobatión mediante la secuenciación de la segunda cadena,
3.5.1.2.1.- Secuenclación de RapE
Tornando como referencia las observaciones realizadas por Tinge y Curtiss (IGOQa) en las
que señalaban la existencia de una débil hibridación entre el replicón RepE de 5. typh/rnurfum y el
plásmido de tipo incElí RiCO, pareció oportuno determinar la homología de secuencia nucleotídica
entre la región do replicación tupE de S. enfadekIis y el origen de replicación de tipo lncFii de
RíQO. Para ello se efectué el análisis cte las secuencias nucleotidicas de los distintos subclones
que comprendían todo el replicón (Figura 3.29)
voz obtenida la secuencie, que se suponía contenía todo el repticón, y utilizando el programa
FASTA. se analizó en los bancos de datos internacionales del E.M.B.L. con el fin de comprobar si
los resultados de oste análisis se correspondían con los datos obtenidos por Tinge y Ourtiss
(lOQOn> en estudios do hibridación . Efectivamente, se constaté la existencia de un grado de
homolojia del 69% con la secuencie nucleotidica del origen de replicación del plésmído RiOD de
Bock plúsmido perteneciente al grupo lncFil de incompatibilidad de cuyo mecanismo de
reputación ya 50 trató en el apartado de la IntroduccIón. No obstante, esta homología era aún
mayor con cl replicón dcl plásmido pYVe43O-8O cia Vorsirio antareco/lUce, alcanzando el 72.5%.
La similitud entre la secuencie del replicón tepE de pFM82139 con las secuencias ya publicadas
de los anteriores (Womble el nr, 1985. Vanooteghem y Comelis, 1990) sirvió para localizar en el
mismo tanto el origen de reputación como las distintas reglenes responsables de la codificación y
regulación de las proteínas implicadas en dicho proceso (Figuras 3.30 y 3.31).
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Figura 3.20,. A-Mapa de restricción de RepB,
B.Fragmentos de RepB donados en pBluescript 8K y estrategia
de secuenciacióri de los mismos
O-Mapa de restricción de RapO.
O-Fragmentos de RapO donados en pSluescr¡pt 81< y estrategia
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Figura 3.30.- AlineamIento de las secuencias de nucteétidos del replicón IncElí dei plásrnido pYVe43S-80 y
del replicón Repl3 do p~M8213ff El número de nucleátidos se señala a la derecha. Datos sobre pYVe439-8O:
los posibles promotores (-35 y -10) aparecen subrayados: la caja DmA se indica mediante subrayado doble
y en negrita el posible Jugar de unión a ríbosornas <SO) aparece en cursiva; los codones de iniciación y de
terminación de los OR~% se marcan en negrita; el inicio y final de los RNA aparecen en negrita, cursiva y
subrayado doble el origen de replícación viene delimitado por bases marcadas en negrita, cursiva y
Subrayado sencillo (Varioothegenl y Cornelia. 1990, Blomberg of aL, 1992). Sobre la secuencia de
PFMB213S aparecen en negríla los puntos de coite de las distintas endonucleasas de restricción utilizadas.


























pEMO 2139 (At /V ti .1”[‘A’¼Il’l’CA’IAAAL ¡‘lAN t’I’C~ UY1ttAt1”1’trAuAAA’rcTcTA<~¡~ 50II It
Rl 00 ‘lA’ Li ‘¡“¡‘tu ¡‘It <AL ‘AA’I”It”Ik?AAtt’1’cx’mA’r’rí’cAAAAAAc’pcT~c~~~ —48U~ z’vpA2 —10 repA2
pFM82139 1<-y ¡‘~ IV AAA~ ¼;A’L”<’t’A;tH’-¡”mArccq”ít;,~ktA¿;ñcAt;AGATa’rcccA —99
111111
RlOO CCI’ ViI’fl IAAAt ¾¡Ah <Ct ‘Itt 111k tAU’PA<11t1AuuAacn~—AGA’rOTCCCA —97
SIL) rcpA2 Inicio RepA2
91<149 2139 tIA’Ii’t IAAAA’I” It A’ I’I’AAC’t1’CC’PCATC--G “--‘-‘ AAACGCA’VPTACAGAA -143
II iItiIllIllIlllllllllllI 11111
Rl 00 ‘IAI ‘A’ ¡AAAA’I\ It ‘A’ I1\ ~ -147
pEMO 2139 A’ U 1’ Il’AA<i’í t¼<’I”I’A’l’t‘II<CCLII2TWtUAAOAA<;AGAT’PAIICTAtIUPTTCAC —193
liii II 11111 lllIliiiiIl II
14100 A’ ¡‘1’ ¡‘1 AA’L’ti ~ —195
pENO 2139 ‘IAAAAAA’ ¡A’ ‘IAi ¼ICA’I’AAAeNR:’I’CAA’ív’wÍr¡’cA’¡’ACAAAACATACAT -243
11111 III liii III liii III 1 II
¡U 00 l’AMAí ¡A’ It I”¡\ ¼I’¡”I’t ‘AA’t’ tAN ~ —245
pENO 2139 AftA’ IAAA’ ¡<“II” U A* tCACC’¡”V’t\ ;‘hIAA(;A(;AUWUAAC1’ACTCAGGCTCA —293
III 1 1 III ilIlílí 111
nio O AA’ ‘It’ ‘Al” 14 ‘li A’I” ¡4 AM’I~ Ib t’t’(’AIVAAdAt\ u VIV’1\AAC’1’CAUUCTUA —295
pEMO 2139 ANt’ IAlí” lA U “I<A< “l’AA’I”I’ tAN¼U It tAAAtduC1~AAAN ~AGCCT0AGATA—343
1 1 ti íí u i iii II iii 1
14100 Ji 1 ¡‘I’t”I’~ IACt¼tVAC¡tIAJAAAAA,1<mAAUC.UCAAAJ\AC0Ar1\JG~AeIOTGA —344
Fin RepA2
pENO 2139 A’ IAA’ tít AA’l’i tAt I’I’AAC’I”I’<I<(tJ’’tL’’’%A<I’0TCUTCAUTdAGTGTTAfIA’Ifl’ —394
lii 1 III llillil II
14100 - ‘It IAL” ¡it’ ti “¡“1W ‘Ah tnJAnhIswI’CAdAAGATTACTCCTAaAn —389
-- 3¾n’pAi -10 repAl
pENO 2139 ‘It ‘1” AJí ‘QI’t “I’AAA’ tAA’I’I’lI\ tA1\U;C’Rk;CCAC{X:CU’1AAUGTCGCAOG —444
11100 A’ • lilA It ‘Ql [lAN’ IAA’l”I”I<’I\ ¡ - flAflC’IWUAC(.AC(.ICC(rI’AAGGTGGCAAG —438
S’Iii.J 1
pPbl82139 :AA “1” U ¡¡‘¡‘í “1” Alt lAdi ¡‘I’í t’I’C’I’ACCCOGOACVACAAAACCAAAAACCCC -‘494
lila II
¡4100 ‘ AA~ ‘‘1” II ¡ 1’’ ‘‘1’’ lA-It -Vil A - ‘I’’¡1’AC A’ U ÑU ‘CAUAAAAUCAAAAACCCC -—486
Fin RNA-lt<—
pEMB 2139 lA ¡‘AA-Li~ ¡‘‘IVA’ 1” í--¡’qzr :< U U tAA(¼1AM- -t:A’J’’I’AA(x;tku.4C(:’1’AC’J’ --543
14100 lA -¡‘Ah¡VII <-¡<¡‘AA’ <‘ItLLYSUQIAI ¡‘IAL ?UAAAAIAA1”t’ACCUtt,GCCÁAC’I’ —536
111k’
pENO 2139 ‘¡‘A AMI” l’i’A’I’Aí Itt A( ¼‘AA’l’t ?AI U ¡1 ‘1’A$ ¡CA<;GtkL<nA¡PAUIVITTATGCT —593
11111
11100 - VA AA’ ‘<¼¡‘I’A’I’A’ ¡‘‘(‘AM AA’I”it ‘Al ¡<‘VM U ~ --586
Iuiiíi’ ¡gUA 1<— SIl) -10 RNA—í Inicio
1.4’ tap
pEN 92139 t. <A ¡AAAA’ I’’I”I’’. AA’I’A’ ‘‘1’’ It ¡‘II”I’V’h t’Iktt ¡<MV’IAC’l’CCT’1’CCO1’CCAI”It —~6 43
¡4100 ‘ ¼¡¡AA AA’ ‘‘¡‘II-AA’ ¡At ‘¡‘‘1<? 1” ¡‘‘[‘Ch ¡‘IN’’.--C ‘J’Ct;t í’cct’i’t’:’1’CCGCA’I”1’d -633
-n
Resultados - 101
pENS 2139 ‘¡‘AA’ ¡‘lx ¡1 Ac: tA’ AAOTGAV~PGAL’ACCCUAACACTUVI~CACTCA’LiTACC0 -693
1 1 II
nlOO ‘lAN U’.¡VAí;:AItul’¡’OTOAI’TOA-rc”í”l’tAL’c’AA ‘------‘-‘-AJÚC’PATTACCC —677
i~’¡’A 1 Rí ‘¡‘Al
Yt«RI
pEMB 2139 A’ A~ 1’ l’I’t’AAAAA’I’t ‘tu IAAI’t ‘CI IGMTTOA< Rx’CuAt¡AGAAGGOAAMAOA —</43
11100 It t’I’AAAí ¡AAL ¼tu ¡AAiu ‘(u ¡LV1\ Ft”I
MI’ACACCCCUTGAAGGTOCACGAA —727
pEMO 2139 ¼¼“1” ¡CL¼Uit “Vd’[’t¼¡‘¡‘AM ¡t.?I’UA’N« R2LAAAAUCNUAAUGOGTTCACGTCC —794
111111 Illililil 11111 tIlílilí III
11100 t¾~ —777
pEMil 2139 ‘¡-liii-’ ;A’V’I’--l”I”’¡’CL ‘(¡‘It ‘CAI~ ‘I’t{t ¡(¼;‘1”t’cG’t”IxR;I9’cGc’PGCOAAAC,cc —844
II Iii
Rl00 ¼l’V’¡‘VI’, tA’I’i”I’t ‘1«CAl” I’CA’i~ ¡‘i\ ti U ¼;CA’IUCCCG’FPCGCCTCG’1cTccc — 827
pFMB 2139 it ‘AL ‘ti 14 tA’¡~ ¡CL ¼tCC’t”I’[’i 1’ “IUu¼u ?L?u’rcG’ItCCATOGATG(:GcTGcrrc —894
II II 11111 II llíllíl II Li II it llllllii lii
14100 ‘It” IAL’l ti A’IN It ‘CAí ¼‘A’I’L~ IC’I\ICt ;‘¡‘Ct;AaRuiC’PA’rt’OAmcGc’I’CCTGC —877
pENB 2139 A U ‘1’1” 1” ¡‘It ¡II” 13¼A’I’i’A’l\ IA’I’Ct YAC’ItAttCL]AALR¼t’1’d’1’ACAGAGATCC --944
1H11 IIIIIH lillillilil II It liii
11100 A’ ¡‘It’. ¡«‘Vi ¡‘IX t’¡’¡”í’t¼‘Al ‘‘I’A’I’~lN¼¼u¡CftRU.x:AACCUCG’PCCAOTGCTCC —927
pENO 2139 Ab A’¼‘AA’I’t “Vi ¡it’ “[‘AtA’ ¡Ji ;‘flu¼uI’IUIUUCCAC’1t’AGThAAAAAGTGG —994
II
14100 Al”’- ‘/« ‘í ‘At “U ‘‘INI’ U¼A’I”IN¡A ¡‘IX U ¼¡‘.IAC’lY’R¡CoACtRiAuTCI~Rr1x3CcGG --977
pENO 2139 ‘¡‘A Alt ~-1”tít ‘“‘Ji” Al¼tít’ ‘4 It¼‘AL ‘Al, 1’ IíR¼U ‘IN JANIVVTA’I’LSOCAGAGC —- 1044
1111 llíllillIlí 11111 11111 liii III
14100 AAAAí tít ‘‘It VA’I¼AL’i ¼¾.¡‘Vi ¡‘tAL ?tCUGICCCI’GACfl’19’CCTOTCAGA’SC --1027
pENO 2139 ‘1” ti It ti tI. “ii lAtíN ‘i”VAi ‘L’N ¡Al ‘t’L ;Atl’]ACGAq’t’C(;c’AoArxtÉlc’1’OCAAC —1094
IIH lllHllllilililii II II II 1111 II 11111 II
pENO 2139 A’i”~’V’ lA’ ¼¾¡A’¡’A’[u ‘A-LI”ii ‘AL’u¡C(:UnCAC’INvI”ICTCCGCGCTCGACC’1’ — 1144
II HHIIIHLHH Hill Illilillí iii liii II
14100 Al” 1’-’ ‘4dM ‘ti ¡ALAlÁ ‘A’ ~‘ I’I”i’L’AL ?A1CINu.ACi~.;IuNtR:;1N3ccCTcGATc<P —112<1
pENO 2139 ‘V’ ¡‘-‘‘ViIA’’ ¡ 1’’;’ l~ ‘‘1” ¡‘I”I’A’I’í It ¡<‘Ci ;L’t¼<lIl‘‘1’t¡CAC¡’l’CU’itATCUAA’tt-¡CGAAA ---1194
II
14100 AV At lA’ U ¡A’- ¡<It?A’. ¡‘Vi U ¡LuX ;VC(ICLU’t;L’R¼;¡t’AUC(x¡’I\I’I’GUiATc-R3GAAA —‘ 11</7
pENO 2139 A-!” ‘A’ U ‘A’ ‘xli ‘AAAAN U <JI ;AA’I’C’lV<~¡AOCCAC’IVXIAGATtAUACGAAGTG —1244
liii! 11111 11111
14100 A’ ‘AJAL <AId” ¡4 ‘AAAAA U ‘A’ ¡<U ~ --1227
pfl102139 AlA’ ¡ti ¡AltAi tí ‘t’¡t U~¼~ —1294
i¡íiíiíIllllllll 11111 II II II II 11111 II LIII
11100 A’I<At U -I IAAA’ 1< ‘L ‘lUí U < ;‘[“V’L’It ¡‘FIL ¼¡iN ¡AUL¼‘11i”I’t XICAG’PTA’I’CAUAC — 1277
,S’IUdI
pPM82139 ‘li ¡AA’” ¡‘l’AAAC’IN Ii ‘Al ‘ditA’ “IX IAAA(<flCCCCOGOCCiRXJ((?G’RAccR~G<~ —1344
111111 1111111 IIIILIILLLIL 11111 liii
Rl 00 A’ lA~’ It?‘1” ‘AA’ ¡-í< MV 1’ ¼¡;AA’i’AAAL U?itmtx:t?n’I\ALX :cG’r’CG’IUA’l’CCW — 132<7
PvuII
pENO 2139 A’ ‘A’ AA¡’i’t’¼tIJA’ U IAl Al”” IAAA(’ALIUI ¡‘1 AAACACCArVOACL;CcU --1394
III
14100 ~‘ ‘A’ It’ ¡AA’¾¡‘1” - A’ U ¡A’l’A’l” IX ¡‘it ‘A4~<’~’’ It ¡E ;‘J’GAAACflCCAGC’tUAC~C(C ---137<1
qResultados- 102
pI’NS 2139 ‘IAA’l’Aíu u u ?At It ¼U IAL’í t?’1’L”i’A(?(?U(?UGCC’I9’GA’I’UccATt~AAoccooA --1441
14100 IAJAlí “It ‘ilí ¡AA’ U ¡<It ¼IV’i’i’t’AC”l’t t7L’AATCUTCAUGCUG,ThAAACOCCA —1427
pfl182139 í 1’. ‘-¡¼It’Aí It ‘í Ii ¡4¼¡tu ¡‘IX AAAí IALIL¾WA’ltA’L\’;ATU’PCGCGCCCCAAMACT —14911 ¡Li
11100 A< 41” 1k It “¡‘¡‘tu ¡í’~ ti~ IAAt U ¡Al ~ —1477
pFMO2 139 At ‘A’ ¾It NIAL “IX IAL?t’A’Vi¡IRX?ACCLVL’CCLR:A’PATAACCCACCAC’.ATTA<IiGA —1544
lii 11111 LII ililililí II III
14100 A ‘Ji tt’t¾t’I{”I’~U ¡«(‘A-- - VALR?í’PCCCCCTGAAAGTOACCTCCTCTGAA -1523
Viti RepM.
pENO 2139 JAJí” ‘(<di It ‘Vi ¡AL” ¡‘I’t’i U tAl x¡AVIvm’PACU’I’CTGTCGCCGc<ccoccGcc —1594
liii III
14100 ‘t’AA’IÁ¼íU tt’V’I’i It’íIi¼¼.UNk’WYV’L’CCL¡CAC6’PCTGAJIEACCCGACAGCGCA —1573
pENO 2139 1’ .‘‘l” l”I”i’C’i” ¡t”t’’t u ~ —1643
II II 1 1 II 1 II II
14100 <‘AAAAAA Li ‘A’ U ‘A’ ‘1 ‘At ‘J’I’AL’AAAAAACAACCTCA’L’CATCCAGCTTCTUG -1623
pENO 2139 ‘Vi It “1” It” ‘Al IAAi” U tt’í ‘A’ ¡AAkit1uLvL¼RIcC;1X’;AoTCA~rpTCcGGTcGcA -1693
III III lii 1 1 11111
11100 i~ u ‘Al’ ¼‘í1 1’ ‘<‘1’L’l’l¼’LX I’krf’i’CLUS’l’ACAAAACACUCC’¡’CACAOACG’GGO —1673
pENO 2139 A lA 1 Ii ‘A’ IflACRAflA’ ;A’L’AAL”N ¡(‘JAL IUdA(:CLUPILCCATAAAGrPA(:A — 1<743111111
¡4100 J.\ ¡‘1 1 uIt ?TATCCAQLíMI<AAACJ\’WAAURK;ACíIVrCCCCATA/~G(n9íACA —1723
p~M8 2139 A’ ¾‘¡AlMA’ “It IJí ‘fLAN It?< It¼‘A’ U ¡Ci ;ACC’ItArPTCAAAGTUCOTCGTT -1793
1111 lIllilillil iii liii 1111
11100 A< ‘ti 1’ ¡‘CA-Vi ¡‘i’<A’l’AJAdC’ ~ —1773
I<i¡ iii
pENO 2139 ‘li ¼“I”i”i’JAA ¼‘1<1 ‘AOATCT ¡‘tAL “rr<:’l”1i”1’AAA’FACA’PAATCTTTCTCTC -1843
IIIIiIILIIIiIII liii
14100 ‘i’< ‘ 1” ¡‘[‘JAN ‘AL’i “IX ;‘L’ti’ATA’l’C’L’Ct’.VI9A/\AC’t’AC’rPAA’P- -TACATTC -1821
pENO 2139 ‘1 I’A’l’AAA’l’AAA’l’JAL’C’Vi t’í’i’CA’LVA(’L1~¡CCC’lt¡RXlACAOOT -1886
liii
¡4100 A II I’AAAAAiIJJAAI¼”l’A’L”l’QAC’iXR’tYíU’iv(?’IUw(;ACA(;AC -1864
<—‘ix 11<
Figure 331.- AlineamIento de las secuencias nucleotídícas del replicón IncElí del pLásmido RICO y dei
replicón RopO do flrMa2l3Q El número de nucleátidos se señala a la derecha. Datos sobre RIQO los
posibles promotores (-35 y -ID) aparecen subrayados: la caja DnaA se indica en negrita y con subrayado
doble, el posible lugar de unión a ríbosomas (SO) aparece en cursiva; los codones de iniciación y de
terminación de los ORI% so marcan en negrita; las bases iniciaLes y terminaLes de los RNA
5 se indican en
negrita. cursiva y con subrayado doble: el origen de replicaclón Lo delimiten bases en negrita, cursiva y con
subrayado sencillo (Wonible of e/., 1985, Blomberg e/ aL. 1992). Sobre La secuencia de pFM82139 aparecen
en negrita los puntos de corte de las distintas endonucleasas de restricción empleadas. Eases idénticas:
1288 Porcentaje de Identidad 69%
Resultados - 103
También se determinó la secuencia de aminoácidos, a partir de la secuencia nucleotídica de
¡‘cpB, de las proteínas RepAS y RepaS homólogas a las proteínas RepA y RepE del replicón del
piásmido pYVe43O-80 y a las proteinas RepAl y RepA2 del plásmido RICO, que intervienen en la
replicación y de cuyo papel ya se habló en el apartado de introducción.
La identidad existente entre la secuencias aminoacidica de RapAS, deducida de la secuencie
nucleotidica de ¡‘cpB, y las proteínas iniciadoras de la replicación RepA (pYVe439-8O) y RepAl
(RICO) fue del 65 y 75 % respectivamente, siendo de un 61% la identidad entre estas dos últimas
<Figura 332).
RopAS Vq’D’l’R’l’LETH YRQVKNPNPEYTpREGKgflppc14KLMAxAEQ~’p5gpD~ 49
RopA VTDI IQALETH! IYRQVKNPNPEETPREOKKTLPFORKLM.AKAEGFTSRFDF 50
RepAl VTDI 1 <ij’I’Y YRQVKNPNPVFTPREGAGTLKFOEKLMEICAVGFTSRFDF 47
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RopAS SVHVAPVRSLOKRHRMPPLLRRRAIDALLOGLOP}IYDPLAI4RVQRSITHL 99
RopA SMItVAPARSLSLRRRNPPLLRRRAIDALLQGMOFHYDPLANRIQRSITNL 100
nopAl Al UVAl IARSI(OLRRRMPPVLRRRAIDALLQGLOFHYDPLAIffiVOCSITTL 97
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RopAS WRFVRERERSYQSERELHOLKRARARRDADRTRKDIETLVXOQLTREYAS 249
RopA WRFVRE14PRSYQTERKA}[OLKRAPARRDVDR~RPDIEA IVNRQLTRSIAE 250
RopA 1 WRYVRERFRSYQTE¡ 1<81<01 KRARARRDADRERQDIVTLVXRQLThEIAfl 247
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RopAS 0HET0~ tLDAt’IK11EI UPRVKERMMMSRdKNY’PRLTNATVPIXP 291
RopA ORP.GULDAVRREKARRVKE11MI bISRNNNY’PRLATC4 -‘ -—A’? 288
RopAl ORFSPJNRi:AVKREVVRRVKERH 1! SRHRNYS’RLATAS - --P 285
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Figura 3.32.- Comparación de las secuencias aminoacidicas deducidas de la secuencie
ropA del replicón del plásmido pYVe4SO-80, de la secuencia ropA 1 del replicón del piásmido
RiCO y de la secuencla homóloga del plásmido pFM82I39 (RepAS). Los asteriscos (*)
señalan residuos aminoacidicos idénticos (89.9%) y los puntos (4 identidad parcial (16%>
entre las distintas secuencias. Se señalan en negrita los aminoácidos que se repiten en al
menos dos de las secuencias.
Resultados- 104
La identidad existente entre la secuencia aminoacidica de RepES y la de RepE fue dei 69%,
superior al 52% existente entre entre esta última y RepA2 (RiOD) y entre Repa y RepA2 (Figura
3.33)’
HopES I’tSQIEWAVTSSS 1<11 1YRKO14PLSSAEXXRLSISR]<KT~HKELNVFIQN 48
HopE MSQI ENAVTSSS KRAYRKGNPL’I’UAEKQPX4SVSRKKETHKAINVPIQN 48
RepA2 MSQ l’ENAVTSSSt IAKRAYRKONPLSDAEKQRLSVAPXRASFKEVKVFLEP 50
*4* **Á***** ** ******* *** * * ** * **
RepES ~ 81
HepB ‘1 -KtJi:LI OLCEI »;OLTQ’l’EMIERWn)¡4EKÁAR’WM 84
RepA2 NY KAM!,MQMOI lEí ‘OLTQAEVI TALIKSEAQKRC’- 41 84
fi A 4 4 * ** * * *
Figura 3.3Y- Comparación de las secuencias aminoacidicas deducidas de la secuencia ¡‘cpB del
replicón del plásmido pYVe439-80, de la secuencia repA2 del replicón del piásmído RICO y de la
secuencia horTióloga del replicón del piásmido pFM82ISO (RepES), Los asteriscos C) señalan
identidad entre los aminoácidos (46.5%) y los puntos (4 identidad parcial (32.6%). Se indican en
negrita los aminoácidos que se repiten en al menos dos de las secuencias
Finalmente se realizó la traducción a proteina del tercer marco de lectura que aparece en la
secuencie de estos replicones y que corresponde a la proteína Tap, implicada en el proceso de
acopiamiento traduccional directo (Blomberg of eL, 1992) que ya se comenté en la introducción.
Se observó un 72% de identidad de la proteína Tap de pFMB2l3G con la de pYVe43G-80 y un 52
% con lo de R100. La identidad entre las proteinas Tap de pYVe439-80 y de RIOO fue dei 54%
(Figura 3.34)
pPMS2139 NLRKVQYLELWIILLLPCIVSAGRSO 25
pYVe439-OO MIJRKVQYL LULLLLPCNISAQROD 24
14100 MI” IKVQI >l-’J”LCSLLLR ‘-- IVSAGWCD 24
* 4 * * *** *** *
Figura 3.34.- Comparación de las secuencias aminoacidicas deducidas a partir de los marcos
abiertos de lectura top de los plásmidos pFMB2ISQ. pYVe43O-80 y RIDO. Los aminoácidos
idénticos (44%) se señalan con un asterisco (9. indicando los puntos (3 zonas de identidad parcial
entre las distintas secuencias (20%). En negrita aparecen los aminoácidos que se repiten en al
menos dos de las secuencias.
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3.5.1,2.2.. Secuenciación de RepC
De forma análoga, la débil homología del replicón repc de 8. typti/mur/um con el piásmido F.
de tipo incEl. deriiostrada en ensayos de hibridación por Tinge y Curtiss (1990a) llevó a
determinar hasta qué punto era homóloga la secuencia nucleotidica del replicón Repo de 5.
enforifidis con la de las regiones implicadas en la replicación del plásmido E. De la misma forma
se procedió al análisis de la secuencia nucleotídica de los distintos subciones que abarcaban dicho
replicón. Se emplearon los iniciadores comerciales Universal Primer y Roversel Primer salvo en la
secuenciación de la parte final del replicón en la que no fue posible obtener fragmentos discretos
de DNA susceptibles de ser donados en el vector pBiuescript 8K y ser secuenciados con dichos
cebadores comerciales, por lo que se hizo uso de un oiigonucleétido diseñado a partir de la zona
secuenciada del replicón cercana al extremo 3’ (Figura 329).
La sectíencia obtenida se analizó empleando el programa FASTA en los bancos de datos
iíiternacionais del EMEL. y reveló tina elevada homología, dei 726%, con a secuencia del
replicón del grupo de incompatibilidad lncFl RepFiB, que fue aislado por primera vez del piésmido
F. y cuya secuencia ha sido caracterizada tanto en el plásmido enterotoxigénico P307 por Saul el
c/, (1980) corno en el plésmido colicinogénico pOoiV-K30 por Pérez-Casal y Crosa (1989). Dei
mismo modo que en ¡‘cpB y en base a la gran homología existente entre la secuencia de repO y la
del replicón RepFIB. se localizó en la misma la secuencia codificante de la proteína implicada en
el inicio de la replicaciónRepA, la zona en que actúa dicha proteína así como las diversas
regiones implicadas en la regulación de la actividad de la misma (Figura 3.35). Como se puede
observar, aparece cierta disminución de homología en la zona final del replicón, zona que como se
explicó en el capitulo de la introducción, estaba implicada en uno de los mecanismos de control de
número de copias atdbuidos a los replicones de esta clase.
Por otra parte se localizó dentro de la secuencia de rapO, entre las bases 158 y 221, una
secuencie do 66 pb Idéntica a La descrita en el plásmido de virulencia de 8. typh/murium y que,
como se explicó en el apartado de introducción, parece implicada en la resistencia al suero
(Vanderibosch o( ¿>1.. 1989a)~ Dicha secuencia. denominada rok, se localizó dentro de la región
promotora de tupO. En ella se encuentran tres repeticiones asimétricas directas de 10 pb, dos de
ella idénticas mientras que la tercera conserva 8 de las 10 bases. Como también observaron
Vandenbosch cf ¿U’ (lOSGa) en el plásmido de 5. typhlmurluni, se localizó una cuarta repetición de
10 pb. fuera de la secuencia de 86 pb. con también 8, de las 10 bases, conservadas.
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FIgura 3.35.~ Alínearrueríto do las secuencias do nucleótidos del replicón RepFIB del plésmido pCoiV-
K30 can el re-plicón HopO de pFMB213OEI número de nucleótldos aparece a la derecha. Datos sobre
pColVK30 los posibles promolores (-35 y -10) aparecen subrayados; la caja DnaA se señala en doble
subrayado y en negrita, el posible lugar de unión a ribosornas (SO) aparece en cursiva; los codones de
iniciación y de erminacíón Líe los OREs se marcan en negrita; las repeticiones directas en las que se
Incluyo la secuoncia GATO reconocida por la dat» metilasa, aparecen marcadas en negrita y cursiva
(Pérei”Casal y Crosa. 1989) Se incluyen las repeticiones de 21 pb directas e invertidas, descritas en el
replicón del pí-asmido p30?. designadas de la E e la .~J y delimitadas por os signos> y <. indicándose el
senlído de la repetición con una flecha, también se señala mediante flechas <4 la presencia de otros
posibles promotores potenciales descritos en p307 (Saul el al., 1989).Sobre la secuencia de pFM82IBS
aparecen en negrita los puntos cje corte de las endonucloasas de restricción empleadas Entre las bases
156 y 221 do pPM81239 aparece subrayada la secuencie homóloga a ¡‘sk, estando subrayadas en línea
continua [AS cuatro repeticiones de 10 pares de bases <ver detalles en el texto) (Vandenbosch el al.,










































Del mismo modo que en el caso de ¡‘cpB, se realizó la traducción a proteína <e la secuencio
codificante do la proteína implicada en la replicación, RepA, de pCoiV.K30, y se comparó con la
secuencia aminoacidica deducida de la secuencia nucleátidica homóloga a ropA de rept, RapAS’,
observándOse una identidad del 837 % (Figura 3.36).
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Figura 3.36.- Cnr’nparoción de las secuencias arninoacidicas de la proteína RepA del replicón del
plásrnido pta1V-K30 y la proteína homóloga del replicón Repo de pFM82139 (RopAS’). Las dos
secuencias tieno¡i un 673% de homología. Señaladas con asteriscos e> y en negrita aparecen las
bases id(’nticas Los puntos (4 indican identidad parcial.
35.1.3. Dotemilnación del número de copias de RepB y RepO.
En nuestra laboratorio se ha puesto ha punto un método para calcular el número de copias de
un piásmído tnnado en la medida, mediante técnicas citofluoriméLrloas, de la actividad de la P-
galactosidasa codificada por un gen MaZ que se expresa de forma constitutiva (Ibáñez, Tesis
Doctoral. 1V03) Se utilizó oslo técnica en la medida del número relativo de copias de los
replicones RepB y RepO del plásmido de virulencia de 5, ontorUidis, No se presentan cifras
absolutas porque el pitismido utilizado como referencia para la medida <paiuescript) tiene un
número demasiado elevado para obtener datos exactos sobre piásmidos de bajo número de
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copias- Por lo tanto, se rfluestr*i sólo el dato comparativo, adjudicando 1 al piésn,ido de menor
número
En este ensayo se utilizaron las construcciones pRepBK, pRepcK y pRepBK’, esta última con
una delación en al replicón RapE que afecta a la proteina RepA2 <Repa) (ver figuras 3.28 y 3.30).
Los resultados se muestran en la Tabla 32.
Piásmido Experimento 1
l~.gatactosidasaU Número de copias
Experimento 2
I~-gaiactosidasa1 Número de copias
pRepBt< 55 2.6 57 1,4
pRepBK 50 2,4 50 1,2
21 1,0 40 1,0
Media de dos determinaciones.
Tabla 3.2- Estimación del número de copias por citometria de flujo,
35,I.4.- EstudIo do la estabilidad de los replicones RepE y RepC.
Corno ya so comenté en el apartado de la Introducción, los plésmidos de virulencia de
Sn/mo¡wlla poseen una serie de genes que en conjunto determinan la estabilidad de los mismos.
Se consideró que seria interesante valorar la estabilidad de la que por so disfrutaban estos
replicones sin la participación de los otros elementos Implicados en el mantenimiento piásmídico.
Se sometió tanta a la constnicción pRepSK corno a la construcción pRepCK a un ensayo de
estabilidad tal como se dotalla en el capitulo de Materiales y Métodos. Las réplIcas (100 para
cada ensayo) se hicieron en placas de LB agar y de LB agar con una concentración de kanamicina
de 50 x~gf¡nl a las 48 y 72 horas de Incubación en ausencia de antibióticos. Se consideró que las
colonias capuces de crecer en presencia del antibiótico mantenían el piásmido, extrayéndose, no
obstante, el DNA de algunas de ellas para confirmarlo.
El resultado expresado en % de la población que mantiene el plásmido se indica en la Tabla
33:
Tabla 33.- Estabilidad de los replicones RapE y RepC
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3.&2.- Estudio de la reglón de partición cte pFM821 39,
Dentro de estas merece especial mención la región denominada en 8. typh/murium como
parVP (Cerin y Hackett, 1093), zona que determina el adecuado reparto de las copias del plésmido
a las células hijas y que también es responsable del fenómeno de incompatibilidad piasmidica).
Esta reglón, como ya se detailó en la introducción de esto trabajo, engioba dos genes, parA y
por8. y dos regiones determinantes de incompatibilidad, moR y pons (o ¡foL), que flanquean a
dichos genes. En base a la homología existente entre la zona del plásmido de 5. typh/murium
donde ciertos autores (Tinge y Curtiss. 1 GODa) situan esta región parVP y la correspondiente zona
del piásmido de 5. ontcritklis, parecía lógico pensar que dicha región parVP se encontrarla en la
mencionada zona do pFM82139. habida cuenta además de su importancia para el mantenimiento
plasmidico. Se planteó pues, el objetivo de la donación de la región par VP de ‘5. enteritklls.
3.5.2.t- Clonación de la región de partición deS enterlildls.
En el mapa del plásmido dc 8. typlñmuriurn esta región comprende una zona equivalente en
nuestro plásixildo a parte de los insertos H/ndlll de los clones pMJOOI y pMJODS. Para donaría se
ligó el fragmento So/1-H/ndlli do 3.9 kb de pMJOO1 al vector de donación pBluescript KS cortado
con íes mismas enzimas. Posteriormente se Introdujo en el punto H/ndlll del polyllnker de la
construcción anterior el rragmento HindIlí de 2.7 kb correspondiente a pMJOO5. Puesto que este
fragmento se Introdujo en las dos orientaciones posibles se eligió la que se adecuaba a la
orientación relativa del inserto Hindlii de 2.7 kb en pFMO213O. Se obtuvo así la reglón par VP deS.
enfehtidis donada en pSluescript KS (Figura 3.37>.
Pvuil
Pvul 1 Eco~i
Xhol y P ti
Ps/l \Smai ~ mi
Salí Pvull HUidII
Pvuli Pvuli
¡floR parA par8 parS
parvP 659 kb “ O.5Okb
Figura 3.37.- Mapa do restricción de la región parvP del plásmido pFM82139
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Con el fin de ver si habla direrencias en el mapa de restricción de esta zona con respecto al
ya ptíblitflldo para S’ typ/Umurium, tanto por Tinge y Curtiss (1090a) como por Cerin y Hackett
(1993). y si estas posibles direrencias podlan indicar alguna alteración en la funcionalidad de los
genes y secuencias de incompatibilidad incluidas en esta región, se realizó un estudio de los
puntos de corte de distintas enzimas. Se digirió esta construcción con EooRV,Smai, HindIlí, EcoRí,
Kpnl. Pvuii. Pstl. 13-ennHl. Safl, Xbol. Xhoi y Sg/li efectuándose un cartografiado de la misma más
completo del que se disponía con anterioridad (Figura 3.37). Se compararon los perfiles
restriccionales de ambas tonas observándose que eran muy similares. Esto permitió tomar como
referencia los puntos do corte de las diferentes enzimas para asr situar los genes y regiones de
incompetltillidad de la región porVP de 8’ typhimurfum en la zona homóloga del plésmido de 8.
onforllkhs- Se observó que las únicas direrenclas con respecto al perfil restriccional de la misma
región en el plásrnldo de 8. typh¡rnurlum eran la desaparición de: punto de corte Hindílí (que ya
hablarnos detectado con anterioridad durante el estudio del clon pMJOO5) de la zona del gen parA
más próxima a paíS, debida a la sustitución de una guanina por una timina que no afectaba al
aminoácido codificada. alanina. y la desaparición del punto de corte EooRV (también detectada
con anterioridad) situado en el gen parB debido a un cambio de una adenina por una guanina lo
cual suponía la sustitución del aminoácido isoleudine por valina, ambos neutros e hidrofóbicos.
3.51.2.- InfluencIa d. la reglón par VP en la estabilidad de los replicones RepB y
Repo.
Dada la precaria estabilidad que presentaban los replicones del plésmido de virulencia de 8.
entarifktis. principalmente RepO. en comparación con la que presentaba el plásmido completo,
pareció interesante estudiar la influencia que ejercerla en la estabilización de los mismos una de
las reglones implicada en el mantenimiento del mismo, la región parVP,
Como ya se comentó anteriormente, se han descrito dentro de la reglón parVP del piásmido
de t typhñnuriun> das ruecanisrnos de partición relacionados, En uno de ellos estar[an implicados
los genes pocA. paíS y la región ponS y en el otro el gen parA y la región moR. Para estudiar la
influencia do ambos sistemas en la estabilización de los replicones era necesario donar por
separado ias regiones de ia zona parVP responsables de cada uno de dichos mecanismos de
partición. Además dichas reglones debían clonarse en posición ois con respecto a repB y rapO,
ya que esta es la forma, como se explicó en le Introducción, en que dicha región parVP actúa.
Para la donación por separado de las regiones de la zona parVP implicadas en ambos
mecanismos de partición nos basarnos en el mapa de restricción de la construcción parVP de que
disponíamos (Figura 337) y en los datos publicados por Tinge y Curtiss (1090a) y Cerin y Hackett
(1993).
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3.S.t2.t- donación de ta zona purAllncp¿ en c¡s con respecto a repB.
Se digirió la construcción constituida por la región parVP de PFMS21 39 donada en pEluescripí
KS (Figura 337) can la enzima de restricción Pvuli y se electroeluyó el fragmento mayor de 3.75
kb que cOlltCni4l la reglón moR y el gen parA íntegros, así como un resto de parB que supusimos
no funcional. La construcción pRepBK2 (Figura 3.28> se sometió a digestión con Hpai,
electroOIuyéIldOSC. previa desfosfatización, el fragmento de 6.8 kb que englobaba el replicón RepE
el gen de la kanarnícina y parte del gen ¡coZ. Puesto que la ligación de ambos fragmentos de
extremos í’OmOs ocaslonó la pérdida del punto de corte de las dos enzimas, la comprobación de la
corrección do las dos construcciones obtenidas PARRepBKI2 y PARRepBK2S, correspondientes a
las dos posibles orientaciones en las que habla entrado el inserto Pvuil, se hizo estudiando los
puntos de corte de otras enzimas presentes en dichos fragmentos (Figura 3,38).
3.5.21.2.- Clonación de la zona parAjparBlpars en cls con respecto a repa.
Esta construcción se matizó en dos fases. En la primera se incubó la construcción que
contenía por VP (Figura 337) con las endonucleasas de restricción Xbal y Bgfli, se electroeiuyó el
fragmento de 305 kb que contenía perA, parB y ponS y se ligó al vector de donación pBluzK
digerido con Xbal y BomHl dando lugar a una construcción que fue denominada pBiuzKAES. La
unión de los extremos producidos por BaniHl y por Bglli provocó la pérdida del punto de corte para
ambas enzimas. por lo que la vorilicación de esta construcción se siguió el mismo procedimiento
que en el caso anterior. Posteriormente pBluzKABS se digirió con las enzimas Xbal y Xhoi con el
rin de separar el origen de replicación de tipa CoIEl presente en el vector de donación pEiuzK del
fragmento de 85 kb. que fue electroeluido. Dicho fragmento, que poseía además de
prn’Aipeu’tIparS. el gen de resistencia a kanamicina y el gen JoaZ, se ligó al fragmento
electroeluido dc 4 kt Xbol-Xhoi de pRepBK2 <Figura 3.28) que contenía el replicón RepB. La
construcción resultante recibió la denominación pABSRepBK <Figura 3.30).
3.5.2,2,3.. Cionaclón de la zona purA¡IncR en da con respecto a rapO.
Se desfosfatizó y electroeluyó el fragmento PvuiI de 7.3 kb de pRepCK (Figura 3.28) que
contenía el replicón RepO y el gen de resistencia a kanamicina y se ligó al producto de la
Ciectroelución del fragmento NcHI de 375 kb de la construcción par VP que englobaba parA e
incR, La canstrucción resultante fue denominada pARROpCK y contenía el inserto Pvuii de 3.75 kb

































pARRepBK23 10 66 kb 0.50 kb
FIgura 3,38.- Mapa de restricción de las construcciones (A) pARRepBK12
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FIgura 3.39.- Mapa de restricción de las construcciones <A) pBiuzABS
y (8) pABSRePBK.Q) del sólo está caracterizada en ese punto.
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Figura 3,40.- Mapa de restricción de las construcciones












35.2,2,4.- Cionaclón de la zona parAlparBlpars en cls con respecto a repc
En una primera etapa se electroeiuyó el fragmento Bglii-8a11 de 4,7 kb de pFMRepC que
contenta repc y se ligó al fragmento electroeluido Bgfli.Sall de 6 kb de la construcción que
constituida por porVP (Figura 3.37) que contenía parA, para y ponS para originar el clon pAR2A
(Figura 3.40). Mediante la digestión de dicho clon con las endonucleasas Xbai y Salí se eliminó
del mismo el gen de resistencia a ampicilina y el origen de replicación tipo CoIEl - El fragmento de
7.7 kb resultante que albergaba parAlparalpars y rapo, se electroeluyó y se unió al fragmento
electroeluldo Xbol.Safl de 5.5 kb de pBluzK (ver Materiales), que conferís resistencia a
kanamicina. La construcción resultante se denominó pABSRepCK (Figura 3.40).
3.5.3.- Estudio de la incompatibilidad de las regiones de replicación repB y repC.
La incompatibilidad dorine el parentesco existente entre los replicones de los plésmidos. Sin
embargo, en el caso de los plásmidos de virulencia de Selmonalla, se ha descrito que la
incompatibilidad la marca la región parVP y no los replicones (Cern y Hackett, 1989). Corno los
datos de secuencia de los replicones RepB y RapO mostró la presencia de regiones equivalentes a
Piásmido entrante Piásmido residente Tras selección del
piásmido enfrante1









pFMRepB (ColEl) 70% ambos 50% sin piásmidos
35% pRepCK
15% pFMRepB












pFMRopB (CoIEl) 24% ambos 82% pRepBK
12% pFMRepB
6% sin plásmidos




Tabla 3.3.- incompatIbilidad entre los replicones RapE y RepO del piásmido des, enteritidis.
‘Medido a partir de tina colonia conteniendo ambos piásmidos.
la presencia de uno de los piásmidos so indica en esta columna sólo cuando fue posIble
detectarlo por producción de ~i-gaiactosida5a.
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las implicadas en incompatibilidad de otros piásmidos, se decidió hacer ensayos de
incompatibilidad entre ellos. Se utilizó en cada caso uno de los replicones donados en pBiuescript
y el otro como miniplásmido, llevando el primero como marcador resistencia a ampicilina y el otro
resistencia a kanarnicina. realizando el ensayo como se indica en el apartado de Métodos, Los
resultados se muestran en la Tabla 3.3
Puesto que la escasa estabilidad de los minipiásmidos constituidos por los replicones RepB y
RepC (ver apartado 3.5.1.4) podía infuir en tos resultados obtenidos, se procedió a realizar un
nuevo ensayo empleando en su lugar las construcciones pARRepEK” (concretamente
pARRepBK23) y pABSRepCK descritas en el apartado 3.5.2.2. Estas construcciones, además de
contener dichos replicones, estaban estabilizadas por la presencia de las dos regiones de la zona
por VP. Los resultados de este ensayo se resumen en la Tabla 3.4
Piásmido entrante Plásmido residente Tras selección del
plásmido entrante1
A las 25 generaciones
sin selección2
pFMRopC (ColEl) pARRepBK (pa’j 100% ambos 100% ambos
pABSRepCK (par) 100% pFMRepC
pABSROpCK (por)






pFMRepC (CoIEl) 100% pAESRepCK
pFMRepB (COIEl)
pARRepEI< (por) 82% ambos
18% pFMRepB
100% ambos










pFMRepC <CoIEl) 100% ambos 78% ambos
21% pARRepEK
1% pFMRepC
Tabla 3.4.- incompatibilidad entre los replicones RepB y RepC del plásmido de 8. enteritidls estabilizados
por la región penA peraponS o parA incA
Mcd íd o a partir de una colonia conteniendo ambos piásmidos.




4,1< ComparacIón entre los plásmidas de virulencia de S, enteritidis y S.
typhlmuriurn.
Como se ha detallado en la Introducción los plásmidos de virulencia de Salnionella presentan
una región de aproximadamente a kb altamente conservada entre los distintos serovares, spv,
responsable del efecto del plásmido en la dosis letal de la bacteria para animales. Esta región se
ha analizado en los plásrnidos de 5. fyphimurlum, S. efltor¡tldls, .5. dublin y 8. oholeraesu¡s, pero se
desconoce la función de sus productos. Dado que estos piásmídos oscilan entre 50 y 90 kb, según
serovar. resta espacio para una gran cantidad de información adicional. En los últimos años se ha
explorado con detallo el piásmido de 8. typhimurtun, (Figura 4.1), y se ha comprobado la
homología de algunas de sus reglones con los de los otros serovares citados. El plásmido de 8.
d¿,blñ os el que muestra menos homología, careciendo incluso de uno de los dos replicones,
RepO. y asimilándose por ello a los piásmidos de los serovares específicos de animales,
Sotri’wrwtla goll/nnuínr> y Solmonella pullorurn <Tinge y Curtiss, 1990b). Corno se ha indicado en
objetivos, el piásmido de .5’ onterlt¡d¡s fue el escogido para nuestro estudio, por la mayor





Figura 4.1.- Comparación do tos mapas de restricción de los piásmidos de virulencia de 8.
typhurpurúmi y 8 cntcÁhidis,. Se indica la localización de las regiones parAB, mpS, rapo (Tinge y
Curtiss. lOOOa) rsk (Varidenbosch et al., loaQa), pat <Friedrich et el., 1993), rsd/crs (Krause y
Guiney. iOOIYspv(Gulig. 1990) yde los genesit/< (Friedrich of al., 1993) ylraT(Rhen etat, 1988>.
Puntos de corte de endonucloasas de restricción: E, EcoRí; H, Hindlli, X, Xhoi y Xb Xbai.
Plásrnklo cJe ~1rulencIade ¡




incrementando ellos últimos años en Estados Unidos y Reino Unido (EditoriallOS$). Dado que
esta mayor incidencia no se aprecia en los aislamientos realizados a partir de animales o de
alimentos, su papel predominante en las gastroenteritis debe atribuirse a su carácter patógeno, y
por ello es conveniente el estudio de sus determinantes de virulencia.
La cepa 8’ ontorifidis 52139 había sido aislada de una muestra de heces durante un brote de
gastroenteritis. El tamaño del plásmido de virulencia obtenido de dicha cepa se evalué en 60 kb,
correspondiente a lo suma de los fragmentos obtenidos por restricción, y es idéntico al descrito por
Guiney el al. (1994) y ligeramente superior a las cifras publicadas anteriormente (Nakamura e! al.,
1985, Heímuth olaf., loes. Brown olaf., 1993). Como estos autores se basaron en la comparación
con otros piásrnidos. método poco exacto cuando se trata de piásmídos de elevado tamaño, lo
más probable es que todos los plásmidos de 8. en!oritidis tengan idéntico tamaño.
En el presente trabajo se presenta un mapa detallado del piésmido de 8. enteritidis, cuyo
cartograriado no se había acometido hasta el momento. En este mapa se detallan 42 puntos de
corte de 7 enzimas, lo cual hace mucho más fácil la identificación y la donación de las diferentes
partes del plásmido. Además se ha realizado un cartografiado más preciso <con 6 enzimas más)
de regiones implicadas en el mantenimiento del piásmido como son las zonas cap y par . La
enzima Xbal carta únicamente en un punto, al igual que en los piásmídos de los otros serovares, lo
cual es lógico dado que en su secuencia de reconocimiento se encuentra el tetranucieótido CTAG
el cual caté presente en muy baje frecuencia en los genomas bacterianos (McCieiiand el ah,
1987).
Montenegro of al. (1991) llevaron a cabo un estudio comparativo entre los plásmidos de
virulencia de los distintos serovares de Salmonella mediante el análisis mediante microscopia
electrónica de tos heterodúpiex formados entre los mismos, y determinaron una homología del
99% entre los plásmidos de 3’ fyphfrnt,rlum y 8. ontoñtidis, Estos autores apuntaron la posibilidad
de que en esas regiones homólogas debían encontrarse los genes implicados en la replicación y
partición de los mismos, puesto que además de pertenecer al mismo grupo de incompatibilidad
eran extremadamente estables. El cartografiado del plásmido de ‘5. enterltklis y su comparación
con el de 5’ typPhé’nurtum publicado por Tinge y Curtiss <1990a), así como la identificación
mediante ensayos de hibridación de los fragmentos H¡ndIil homólogos de dichos piásmidos, no
han permitido delimitar con bastante precisión, no sólo las variaciones en el patrón de restricción
de los mismos, sino también las zonas del plásmido de 8. typhimurlum de las que carecía el
piásmido ot~eto de nuestro estudio.
Se observó que los fragmentos Hlndlll del plásmido de 8. etiteñUdiS que hibridaban con
fragmentos del mismo tamaño del plésmido de 5. typhin’wrium correspondían a aquellos que
englobaban los genes implicados en virulencia (spv~ y replicaclón (capG~. Por otro lado se observó
que el fragmento Hmndilí de pFM82I3Q que hibridaba con el fragmento Hindiil que, según el mapa
del plásmído de 8’ typlhnurtum. contenía copS, hibridaba también con otro de menor tamaño que
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sumado al anterior igualaba al de pFM82139, lo cual indicaba la desaparición de un punto de corte
Hinúllí en el plásmido de 5. enteñtldts.
En cuanto a los fragmentos HinOllí del plásmido de 5. typhimuriurn que compartían la zona
por. se pudo observar que, si bien el más grande tenía un tamaño idéntico a su homólogo de
pFMB2i 39. el menor hibridaba con un fragmento H¡ndlii del plésmido de 8. enteritidis 200 pb
mayor- El estudio pormenorizado de los mapas de restricción de ambos plásmidos reveló la
desaparición de un punto de corte H¡ncflii en la reglón de pFM82139 que contenía la zona par y
que explicaba esa diferencia de tamaños. Se confirmaba de esta manera la hipótesis postulada
por Montenegro of nl. (1091) acerca la conservación de las reglones del plásmído Implicadas en el
mantenimiento del mismo, a la vez que se situaban las regiones divergentes, ya que sus
resultados informaban del número y extensión de tales regiones, pero no de su localización.
Dos de los fragmentos Hincflll de pFMB21 39 respondían a las 30 kb de diferencia entre ambos
plásrnidos. En la zona correspondiente del plásmido de 8. typhlmur¡um se localiza la reglón fra de
transferencia por conjugación, que no es funcional (Rhen e! al., 1988). El fragmento más pequeño,
contiguo a la zona por, hibridé con uno del piésmido de 5. typhimuriuni 8 kb mayor. La
comparación de sus mapas de restricción señalaba que la zona común debía encontrarse en el
extremo colindante con la región pon El fragmento mayor, correspondiente al clon pMJOO2E,
hibridaba con tino 22 kb mayor. Dada la gran diferencia de tamaño era dificil aseverar, mediante
la cornpar¿ición de los patrones de restricción, cuál era o eran las zonas más conservadas, si bIen
so podía destacar el mantenimiento de las posicIones de los puntos de corte de dos enzimas de
restricción situadas en el extremo del fragmento que imita con el fragmento Hindlli que contiene
copS y de nlgtínas posiciones EcoRí y Safl del centro de los fragmentos.
La búsqueda infructuosa del gen traT, perteneciente a los genes de transferencia además de
mediar resistencia al suero, en el piásmido de 5. onteritklis, nos confirmé que este piásmido debía
proceder del plásmido cíe 8, fyphlmurlum, o de un ancestro común, a través de deleciones, En
efecto. el resto de la región Ira de 8. fyplíirnuriurn hibridó con la zona correspondiente de
pFMB2i 30- Es altamente improbable que el piásmido de 8. typhlmuñutn derive del de 8, enteritidls
por inserción del gen (UiT. para dar lugar a un operón aún incompleto, mientras que es muy fácil
que se haya producido tina deleción que reduzca más el tamaño de la región Ira, ya inútil.
Se observó también la ausencia del locus vagO/vagD en el piásmido de 6. enteritidis y
confirmé igualmente en el caso del plásmido de 5. typh¡murlum Estos datos concuerdan con el
hecho ya apuntado par Montenegro ef al. de que el piásmido de 5, dublIn es el que presenta
menor homología con los del resto de los serovares.
La comparación de las zonas conservadas de los mapas de restricción de 5. typhlmur¡um
(Tinge y Curtiss. lOgOs) y 8. ontoruidis reveló algunas diferencias no sólo en cuanto a aparición y
desaparición de puntos de corte para distintas endonucleasas de restricción sino también en
cuanto a las distancias existentes entre las mismas. Si bien las primeras pueden achacarse, y de
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hecho a ello se deben, a sustituciones de unos nucieótidos por otros, las últimas pueden ser
adiudicabies a los distintos criterios empleados en el cartografiado de estos piásmidos.
corno se comentó en la Introducción, no está del todo aclarado el papel -que juega el plásmido
de virulencia en la resistencia al suero Existen varios genes de origen plasmidico implicados en
mayor O menor medida, según los distintos autores, en este fenotipo, si bien existe unanimidad
total en que van a ser los lipopolisacáridos de membrana los principales responsables del mismo
El gen rok ha sido descrito por Heffeman of cl, (1992) como implicado en la resistencia al
suero de 8. lyphimurtum. Estos mismos autores lo detectaron mediante hibridación DNA-DNA en
los plésmnidos de virulencia de 8. enforlfid¡s y 8. dublin. En el presente trabajo se ha confirmado la
presencia de dicho gen tanto en el plésmido de 8. enterif¡dis como en el de .5. typtñmuriurn, y se
ha localizado por hibridación y donado, En oposición a los datos presentados por Heffernan e! al.,
no se observó resistencia alguna de la cepa de E. cefi portadora de rok frente a concentraciones
de suero humano normal dei 50%, si bien crecía perfectamente con las misma cantidad de suero
humano inactivado lo cual indicaba su falta de resistencia a la acción lítica del complemento. Se
redujeron las cantidades de suero humano hasta un 10% y se observó una resistencia similar a la
de la cepa control que contenía únicamente el vector de donación pBiuescript 8K. Se barajó la
posibilidad de que dicho gen solamente confiriera resistencia frente a la acción lítico del
complemento activado por la vía alternativa, por lo que se eliminaron los posible anticuerpos
(rente a E. cotí que pudiera haber en el suero problema. Los resultados fueron sim!iares.
Hay que concluir por tanto que el gen rok, si bien presente en el piásmido de virulencia de 8.
ontvrttn’hs no es funcional. Debe recordarse que algunos autores (Hoví et ah, 1988) descartan
cualquier posible papel del piésmido de virulencia de 8. entorif¡d¡s en la resistencia al suero:
empleando concentraciones de suero de cobaya del 10%, con y sin anticuerpos, no detectaron
diferencias en la resistencia al suero entre cepas de 8, enferifldis con plásmido y carentes de él. A
resultados similares llegaron Gulig y Curtiss <1987> en 5. typtilrnuriurn. Estos resultados no
lnipllcnri necesarianiente la falta de funcionalidad de ¡tk en E. oviL sino que la resistencia la suero
de SWnwmHlo mediada por ilpopolisacéridos puede enmascarar cualquier otra contribución. De ser
así, no es raro que rok haya acabado perdiendo su (uncionalidad a consecuencia de una mutación,
puesto que no os necesario en Salmonolla. al igual que ha ocurrido con fra7’ en 8. enteritldis con
respecto a S fyphlniuuluin.
Para aclarar finalmente este aspecto será conveniente tratar de expresar rt’k y detectar su
producto de 17 kD.
En cuanto a la ausencia del gen traT, hay que añadir que este resultado contradice la opinión
de Sukupolvl cf of (1990) que defendieron su existencia en el plásmido de 8. enteritidis, pero
apoya las observaciones arriba citadas de Hoví e! ah
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42. Repilcación del plásmido de S. enteritidis.
Tinge y Curtiss (iSOQa) donaron los dos replicones existentes en el plésmido de 8.
Iyp/íinwhwn. a los que denominaron repa y copo, Asimismo, detectaron por hibridación la
presencia de ambos en los piásmidos de virulencia de 8. enteritidis y 3. oholeraesuls, existiendo
únicamente repB en el de .5. dublin.
Utilizarnos los datos publicados por estos autores para localizar los replicones homólogos en
el plásmido de 8’ enfen’fkiis.
4.2,1. Caracterlsticas del replicón RepE.
La estabilidad observada para el miniplásmido pRepBK construido a partir de este replicón
~delorden del 60 %) resuitó ser notablemente inferior a la notificada por Tinge y Curtiss (1990a>
(958% al cabo de un número similar de generaciones), La construcción de estos autores constaba
únicamente cje un fragmento de DNA piasmidico unas 200 pb superior a pBKm y de un marcador
de selección de resistencia a kanamlcina. Esta diferencia de estabilidad no podia achacarse a la
carencia de algún fragmento de copS, puesto que la secuenciación del mismo confirmé la
presencia de todos los elementos que constituían los replicones de esta clase. La presencia de
alguna secuencie anexe a mpS que estuviera presente en la construcción de Tinge y Curtiss y que
aumentara su estabilidad era también improbable puesto que la zona en que el fragmentocionado
por estas autores supera en 200 pb al donado en pBKm corresponde a genes implicados en la
síntesis de fimbrias (Frledrich of ah. 1993). La única posibilidad es que el gen leoZ en sí o el
aumento de tamaño provocado por el mismo, de aproximadamente 3 kb, sean las responsables de
este descenso en su estabilidad. No obstante resulta algo sorprendente la estabilidad tan elevada
descrita por estos autores para un replicón con tan bajo número de coplas (2-3 por cromosoma
según los mismos autores), habida cuenta de qtíe al carecer de un sistema de partición el reparto
de las copias so realiza por segregación al azar. Si se aplica la fórmula que predice la herencia de
un plásmido que unicamente utiliza para su reparto la segregación al azar ~Wiiliamsy Thomas,
1992) P0 ~2ln (en la que PO es la probabilidad de que aparezca una célula sin piésmido tras la
división celular y mi os el número de copias del plásmido por célula en el momento de la división)
se obtiene en este caso un de 50 a un 75% de estabilidad, que coincide con nuestras
obseivaciones.
Tinge y Curtiss <lOQOn) habían descrito la existencia de una débil hibridación del replicón
funcional RepB con plésmidos riel grupo incFii de incompatibilidad, concretamente RIDO, pero no
Observaron lncornpalíbllídad con piásmidos de este grupo. Al secuenciar el replicón análogo del
plásrt’ÚcIo do .5 cntcdlklis comprobamos que efectivamente presentaba homología con el replicón
RepFiiA del plésrnido RICO, pero mayor aún con el del plásmido de virulencia pYVe43O-60 de
Yersinia enterocolrf¡ca, también del grupo de incompatibilidad lncFil ~Vanooteghemy Cornelis,
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1990). Por lo tanto, los plésmidos de virulencia de estas dos enterobacterias presentan un
parentesto mayos en su replicón que con plásmidos de resistencia, como RIOO.
La organización genética es la misma: repB del piésmido de virulencia de 8. enteritidis
contiene dos marcos abiertos de lectura correspondientes a las proteínas RepA y RepE de
pYVe43O-80 y a las RepAl y RepA2 de RiCO. Las secuencias de aminoácidos están aún más
conservadas. La proteína RepA de S. enterilidis <que hemos denominado RepAS) presenta un
85% de aminoácidos idénticos a la correspondiente de Y enterocolttioa, siendo de un 81% la
identidad con RepAl de RiCO. La proteína represora de .5. enferltidis (RepaS) mostró un 69% de
identidad con la homóloga de Y enferooo/itioa, y un 52% con RepA2 de RICO. Las identidades
entre las proteínas del plásmido de Y eníerocolitiva y de RiCO son dei 75% y 52%
respectivamente. Por lo tanto, los piésmidos de virulencia de .5. enferlfldis y Y enterocoliíiaa se
muestran más próximos entre si que de un plásmido de resistencia a antibióticos como es RICO.
Hay que hacer notar que la proteína Rck del piásmido de .5. Iyphimurlum es también homóloga a
una proteína de Y. enferovollíion, Ah, en este caso de codificación cromosómica, y que se ha
observado también homología entre genes crornosómicos implicados en la invasión de células por
estas dos bacterias (Galaní 992]. En general, los estudios moleculares muestran cada vez más
parentesco entre estas dos enterabacterias patógenas.
Un tercer marco de lectura, el correspondiente al péptido Tap, también fue detectado en la
secuencia de copS. Como se ha comentado en la introducción, la secuencia de aminoácidos del
péptido Tap varia sustancialmente entre los distintos replicones incFii, pero se mantiene su
tamaño de 24 aminoácidos y las posiciones relativas de su RES con respecto al sitio de unión del
RNA-l (CopA) y de su triplete de terminación con el RES y triplete de Iniciación de ropA. Se cree
que esta disposición permite el acopiamiento traduccional que conduce a la síntesis de RepA
cuando el RNA-l no bloquea la traducción de Isp <Eiomberg e! st., 1992). La secuencia de tap en
el plésmido de 5. ontorifidis muestra de nuevo un mayor parentesco con la del piásmido pYVe43E-
80 de Y enterocoliíioa que con la de RiCO, pero la divergencia en el contenido de aminoácidos es
grande, y contiene uno más (25). Sin embargo, las posiciones entre los RES y los tripletes de
iniciación y terminación arriba citados se mantienen inalteradas, lo que apoya el mecanismo
propuesto do acopiamiento traduccional,
Por otra parte, la secuencia que da lugar al RNA-i de repS consta de 91 bases al igual que el
resto de los RNA-i de este grupo de incompatibilidad1 encontrándose perfectamente conservada la
secuencia de 6 nucleátidos responsable de la interacción RNA-RNA y que en la secuencia aparece
señalada con las siglas Inc. Esto parece indicar que el piásmido de 8. enteritidis debería ser
incompatible con RiCO, en contra de lo descrito por Tinge y Curtiss <1990a) para el piésmido de .5.
Iyphirnurfum. No obstante, hay que señalar que tal incompatibilidad no afectaría al plésmido de
Salmando, que posee un segundo replicón y que la incompatibilidad expresada por el replicón
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RepB de nuestro piásmido es bastante débil (ver más adelante); por tanto, es posible que
dependiendo de las condiciones del experimento tal incompatibIlidad no se manifieste.
El número de copias relativo de pRepBK se estimé en 1.4 a 2.6 veces las de pRepCK. Este
dato coincide con la valoración de Tinge y Curtiss (1990a), que la estimaron entre 2 y 10 copias
según la construcción empleada, frente a 2-3 copias de RepO. En el proceso de contrucción del
minipiásmido portador del replicón RepE se obtuvo también el plásmido pERepBW que carecia de
las 200 primeros pares de bases del replicón (Figure 3.28), lo que significaba la ausencia de la
región promotora de ropA2 <o ropa) y del comienzo de la zona codificante de la proteína. Sin
embargo, el cálculo de su número de copias arrojó una cifra ligeramente inferior a la del replicón
completo presente en pRepBK, en clara contradicción con los datos aportados por la bibliografía
(Scott, 1984), según los cuales mutaciones en este gen provocan un aumento del número de
copias. La proteína RepBS de 8. enferlíldis presenta tres aminoácidos menos que las homólogas
de pYVe-439’80 y Rl 00: serán necesarios más datos para aclarar si esta diferencia puede afectar a
su (unción y hacer que el control del número de copias dependa únicamente del RNA antisentido
RNA-i en el plásmído de Salmonolla.
4.2.2. Características del replicón RapO.
La donación de rapO so realizó tambien por comparación con el mapa de Tinge y Curtiss, En
su mapa topO aparecía situado aproximadamente entre dos puntos de corte Sg/Ii en un fragmento
I-lindlli equivalente al donado en pMJOO2A. La desaparición de uno de esos puntos de corte Bgfll
en cl piásmido de S~ enforifidis obligó a elegir un fragmento BgIii-SaIl mayor para su donación,
Dicho fragmento unido a un marcador de selección y al gen leoz era capaz de replicarse. Sin
embargo la estabilidad de dicha construcción, denominada pRepCK, al igual que en el caso
anterior era mucho menor que la notificada por Tinge y Curtiss para la suya constituida por el
fragmento Sgfll y por un marcador de resistencia a antibióticos idéntico al de pRepCK. Estos
autores daban ulla cifra de estabilidad dei 66.9 $t al cabo de 60 generaciones mientras que en el
estudio realizado en este trabajo la cifra descendía a un 20 % al cabo de un periodo similar, y 24
horas más tarde era ya de un 16 %~ En este caso la construcción que contenía el replicón RepO de
8’ enforilidls era mucho mayor que la de Tinge y Curtiss, alcanzando las 10 kb frente a las 46 de
la construcción de esos autores. Quizá sea esa diferencia de tamaño la que haga aún más
inestable dicha construcción, aunque no parece que esa sea la razón de una diferencia tan grande
de estabilidad El DNA extra anejo a RepO presente en pRepCK está implicado, al menos en el
piásmido de .5. fyphlmuriurn. en la síntesis de fimbrias lo cual no debería influir en la estabilidad de
dicha construcción. Tinge y Curtiss observaron una débil hibridación del replicón RepC dei
plásmido de virulencia de 8’ Iyphlrnurium con el plásmido F del grupo incFi. Dado que E presenta
tres replicones presentes en dicho plásmido (uno de ellos no funcional), este dato proporciona
Discusión-127
poca información sobre la naturaleza del replicón del piésmido de .5. enteritidis. Los datos de
sectíencia obtenidos nos han permitido adscribir claramente Repo al grupo !ncFi, dentro del cual
presenta m~iayor parentesco con el del piásmido colicinogénico y de viruiencia pColV-KSO y el del
piásinido enterotoxigénico p307, y una homología menor con el replicón RepFiB del plésmido F,
todos ellos plésmidos aislados de E. coiL Estos replicones hacen gala de una gran inestabilidad
cuando constituyen miniplásmidos (Lane y Gardner, 1979), lo cual esta de acuerdo con nuestras
observaciones.
La secuoncia de aminoácidos deducida para la proteína RepA (a la que se denominé RepAS’)
mostró una elevada homología con la de pCoiV-KSO (que es a su vez idéntica a la de p307). Sin
embargo, el promotor adjudicado por Spiers y Bergquist <1992) a la proteína RepA no puede ser
funcional en el piásmido de 8. enferifidis puesto que entre las secuencias -35 y .10 aparece en él
una inserción que eltera la distancia entre ambas. Teniendo en cuenta que existen otras cuatro
regiones promotoras potenciales, y que la elección de la citada se hizo sólo en base a su mayor
eficiencia en la expresión de fusiones leoz, es perfectamente posible que el piásmido de 8.
onforilidis utilice otro promotor alternativo, independientemente de cuál sea en verdad utilizado por
p307 y pColV-K30.
En el resto de la secuencia de RopAS’ se aprecia cierta variación en la posición de la
secuencia repetida J con respecto a las demás, en comparación con las observadas en el
plésmido p3O7. Este cambio no tendría ninguna incidencia en la unión de RopAS’ según el modelo
de interacciones intermolecuiares, y es muy dudoso que la secuencia J pueda intervenir en la
formación de bucles intramolecuiares, puesto que se halla como supernumeraria respecto a las
secuencias upsfream.
4.3,Funclón de la región parvP.
Las regiones de partición son de vital importancia en el mantenimiento de piésmidos de bajo
número de copias, corno son los de los servares no tifoideos de Salnionella. Son además
responsables de los fenómenos de incompatibilidad paismídica. El estudio detallado de su mapa
de restricción reveló la falta de dos puntos de corte con respecto a los mapas de esta misma
región realizados por Tinge y Curtiss <19908) y Cerin y Hackett <1993), uno para la enzima Hindílí,
situada dentro de la región codificante de ParA y otro para EooRV situado dentro del gen parE. El
análisis mediante secuenciación de las zonas que debían contener dichos puntos de corte reveló
la sustitución de una base por otra como causa de su desaparición. Se observaron también
distintas sustituciones de unas bases por otras, pero nunca deleciones o inserciones. Además las
sustituciones se producían en el tercer nucleátido de cada triplete, no cambiando el aminoácido o
haciéndolo por otro de similares características, según se dedujo de su comparación con la
secuencla de las proteínas ParA y ParB publicada por Cerin y Hackett (1993> Esto señalaba el
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elevado grado de conservación de esta zona, reflejo de la importante función desempeñada por la
misma.
Se ha descrito que los ¡col parA, parB y par8 del piásmido de 8. typhimuriuni son necesarios,
sin la participación do ¡floR, para estabilizar tín piésmido derivado del vector de donación
pACYC184 (Tinge y Curtiss, NOCa); por otro lado, la presencia de ¡floR permite la estabilización
del plásnildo de virulencia de 3. Iyphimurium, o de un plásmido derivado del vector pBR322, sólo
con el concurso de perA (Cern y Hackett, 1989>. Por lo tanto; el plásmido de virulencia de
.5ahno,wlla contiene dos sistemas de partIción dentro su región parVP <Cern y Hackett, 1993)
~Véaseel apartado 1.3.3.1>.
Sin embargo, no se ha investigado la actuación independiente de los dos sistemas de
partición sobre el piásmido de Salmonolla completo o sobre sus dos replicones.
La inestabilidad observada para los minipiásmidos pRepBK y pRepCK es aún mayor que la
detectada por Tinge y Curtiss <NOCa), pero mantiene la misma proporcionalidad, en el sentido de
que RepO es mucho más inestable que RepB.
El uso de las combinaciones parAinoR y parAparBpar8 mostró una función preferencial con
respecto a los dos replicones: mientras que la primera estabilizaba a RepB sin afectar
significativamente a RepC. la segunda estabilizaba muy eficazmente a RepO mientras producía el
efecto contrario sobre RepB. Si, como se ha sugerido, la región parVP actúa suministrando una
secuencia con funciones de centrómero <moR o pars) y una proteína <ParA) que interacciona con
ella y con la maquinaria de división celular, es difícil comprender su preferencia por un tipo u otro
de replicón. Michiels el aL (1987) hablan observado una disminución en el número de copias del
plásmido de Selrnonella al provocar una deleción en la reglón parVP, y Cerin y Hackett (1989)
sugirieron que esta región podía actuar también como un control remoto del número de copias.
Aunque estas opiniones no han sido mantenidas, podría indicar la existencia de algún tipo de
interacción entre tos replicones y par VP, que explicarla el efecto diferencial observado por
nosotros. Por to tanto, es necesario un estudio más detallado de este fenómeno.
4.3.1. incompatibIlidad y partición.
Los ensayos de incompatibilidad se iniciaron utilizando uno de los replicones, RepB o Repo,
donados en un vector multicopia para detectar su efecto en frana sobre un minipiésmido formado
por cada uno de estos replicones unido a un gen de resistencia.
Los resultados indican que RepO exhibe incompatibilidad fuerte consigo mismo,
independientemente de que se seleccione la entrada del miniplásmido (pRepCl9 o del clon en
pBluescript <pFMRepC). Resulta sorprendente que este último pueda ser desplazado por el
miniplésmido pRepCK. puesto que cabria esperar que utilizase el replicón de pBluescrlpt (tipo
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colEl) para mantenerse. De hecho, el análisis en gel de electroforesis muestra que pFMRepC
está presente en multicopia, y que por lo tanto utiliza realmente el replicón CoIEl.
En el caso de RapO, la incompatibilidad aparece de forma más débil, y a las 25 generaciónes
sin presión selectiva acaba predominando el minipiásmido pRepBK sobre el clon pFMRepB,
independientemente del plásmido seleccionado en la entrada.
Al considerar conjuntamente los datos sobre estabilidad de los replicones e incompatibilidad,
se puso de manifiesto que la inestabilidad de los miniplásmidos construidos, especialmente de
pRepCK, podía falsear algunos experimentos. Esto resultó bastante aparente al ensayar la
incompatibilidad entre RepB y RepC. Los datos indican una cierta incompatibilidad, que no cabría
esperar por su distinta naturaleza, y que es mucho más aparente cuando no se selecciona
pRepCK, un plásmido muy inestable.
Para evitar este problema se repitieron los ensayos de Incompatibilidad utilizando las
contrucciones que incorporaban las regiones par en los miniplásmidos, siempre en la combinación
más estable.
Utilizando estas constnícciones se confirma la fuerte incompatibilidad entre los replIcones
RepC, Independientemente de la selección.
Por el contrario, pFMRepB se muestra incapaz de desplazar eficientemente al miniplásmido
pARRepBK, mientras que este úitii’no desplaza en un 80% al primero, Parece, por tanto, que es
mucho más eficaz el sisterTia de partición en el mantenimiento del piásmido de bajo número de
coptas, que el reparto al azar del plésmido muiticopia que utiliza el replicón ColEl.
Una vez resuelta la estabilidad de RepC por la presencia de la región par, este replicón se
¡nuestra totalmente refractario a ser desplazado por RapE, contradiciendo los resultados obtenidos
cori pRecCK En este experimento es pFMRepB el que se pierde en mayor medida, lo que parece
atribuible de nuevo a que la falta de un sistema de partición tiene más importancia que su número
de copias más elevado,
CONCLUSIONES
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1. La obtención de un detallado mapa de restricción de un plásmido de virulencia representativo
de So¡monella enlerif¡d¡s ha permitido comparar su organización con el piásmido de virulencia de
Sal,nonella fyp/flmurhnn y servir de base para su estudio genético.
2. La comparación entre los mapas de restricción y los resultados de hibridación entre los distintos
fragmentos de ambos plásmídos, Indican que difieren básicamente en dos regiones
suplementarias que posee el piásmido de 8. Iyplllmurfum,
3. La ausencia en el piásmido de 8. eníerllklis de parte de la región Ira (concretamente trafl
existente en el piésmido de 8. typ/Urnur¡urn, indica, junto con los datos anteriores, que el primer
plásmido procede del segundo, o de un ancestro común, a través de delaciones.
4’ El gen rok. que medie resistencia el suero en el plásmido de 8. typhfmurium, esté también
presente en el de 8. enfer¿fktis, pero no proporciona resistencia a Esoheriohia cali al ser donado en
un vector mtíitlcopia.
5. El replicón RopE del piásmiclo de .5. uníaritidis pertenece, según su secuencia y organización
genética, al grupo incFll de replicones, presentando gran homología con el del plésnildo de
virulencia de Vorsinla onlorocolihca.
6. El replicón RepC del plésmido de 8. enterltld¡s pertenece, según su secuencia y organización
genética, al grupo IneFí de replicones, presentando gran homología con la de los piásmidos de
virulencia pColV-K30 y p307 de E. cali.
7. Dada la homología detectada, las conclusiones 5 y 6 pueden extenderse a los correspondíenles
replicones del plúsrnido de 8. Iyphirnur¡um, al margen de pequeñas variaciones que puedan existir
en su secuencie. que no es aún conocida.
8. La región de partición parVP del plásmido de .5. enforitidls se muestra muy conservada con
respecto a la de 8. Iyph¡rnur¡uni. La actividad de las das reglones funcionales, parAparapar8 y
p¿?rA¡ncF9. muestra efectos distintos sobre la estabilidad de los dos replicones, revelando una
especificidad rio descrita anteriormenle.
9’ Se ha detectado la expresión de incompatibilidad por parte de cada uno de los replicones
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